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Conséquences de la dérégulation de MET sur le phénotype des cancers bronchiques non à 
petites cellules EGFR mutés devenus résistants aux inhibiteurs de tyrosine kinase d’EGFR 

Résumé : 

Introduction : Le traitement des cancers bronchiques non à petites cellules (CBNPC) EGFR 
mutés repose sur les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) du récepteur de l’Epidermal Growth 
Factor (EGFR). Cependant tous les patients traités par ITK EGFR finissent par présenter une 
progression tumorale, du fait de mécanismes de résistance comme l’amplification du gène 
codant pour le récepteur tyrosine kinase MET. Il n’existe actuellement aucune donnée sur les 
modifications phénotypiques induites par l’activation de MET dans ce contexte. L’objectif de 
cette thèse est de déterminer si l’amplification de MET, lors de la résistance aux ITK EGFR dans 
les CBNPC EGFR mutés, confère aux cellules tumorales un phénotype plus agressif et modifie 
l’histoire naturelle de la maladie. 
 
Méthodes : Les capacités de prolifération, de croissance sans ancrage, de formation de 
sphéroïdes, de résistance à l’anoïkis et de migration ont été étudiées in vitro dans la lignée 
HCC827, dérivée d’un CBNPC EGFR muté, et dans sa lignée fille HCC827-GR6 (GR6) devenue 
résistante aux ITK EGFR via une amplification du gène MET. L’expression de la vimentine, de 
ZEB1, et de la E-cadherine a également été étudiée dans les deux lignées cellulaires afin 
d’évaluer l’impact de l’amplification de MET sur la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). 
In vivo la croissance tumorale et le potentiel métastatique ont respectivement été analysés dans 
des modèles murins de xénogreffe ectopique et d’injection intracardiaque. Enfin les données 
cliniques de patients issus de 15 centres avec un CBNPC EGFR muté métastatique, présentant 
une forte surexpression de MET en immunohistochimie (score 3+) ou une amplification de MET 
en FISH sur une re-biopsie réalisée après la progression sous ITK EGFR ont été analysées 
rétrospectivement.  
 
Résultats : In vitro, l’amplification de MET induisait une augmentation significative de la 
prolifération, de la croissance sans ancrage, de la formation de sphéroïdes, de la résistance à 
l’anoïkis et de la migration. En présence d’un  inhibiteur de MET,  le PHA-665752, ces différentes 
propriétés biologiques étaient réduites de façon significative dans les cellules GR6 porteuses de 
l’amplification de MET. Il était également mis en évidence dans les cellules GR6 une 
augmentation de l’expression de la vimentine et de ZEB1. In vivo, l’amplification de MET 
augmentait significativement la croissance tumorale et le potentiel métastatique. Un traitement 
par crizotinib, ITK ciblant MET, diminuait de façon significative le potentiel métastatique des 
cellules porteuses de l’amplification de MET. Enfin les patients atteints d’un CBNPC EGFR muté, 
porteur d’une amplification de MET à la résistance à l’ITK EGFR, présentaient une durée jusqu’à 
apparition de nouvelles métastases plus courte après progression sous ITK EGFR que les 
patients avec une forte surexpression de MET sans amplification génique.  
 
Conclusion 
L’amplification de MET dans un contexte de résistance aux ITK EGFR est associée à un 
phénotype tumoral plus agressif. Ces résultats plaident en faveur d’une utilisation précoce 
d’inhibiteurs de MET en association avec les ITK EGFR afin d’éviter l’émergence d’un clone 
tumoral résistant plus agressif. 
 

 

Mots clefs : EGFR, MET, inhibiteur de tyrosine kinase, cancer bronchique non à petites cellules 
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Consequences of MET dysregulation during EGFR Tyrosine Kinase Inhibitor resistance in 

EGFR mutated Non-Small Cell Lung Cancers 

 

Abstract : 

Introduction: Treatment of Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) mutated non-small cell 
lung cancers (NSCLC) relies on EGFR tyrosine kinase inhibitors (TKI). However, all patients 
treated with EGFR TKI eventually present tumor progression, due to mechanisms of resistance 
such as the MET amplification. There is currently no data on phenotypic changes induced by 
MET activation in this context. The objective of this thesis is to determine whether the MET 
amplification during EGFR TKI resistance in the EGFR mutated NSCLC induces a more aggressive 
phenotype in tumor cells and alters the natural history of the disease. 

Methods: Proliferation, anchorage independent growth, spheroid formation, anoïkis resistance 
and migration were studied in vitro in the HCC827 cell line, derived from an EGFR mutated 
NSCLC, and in its daughter cell line HCC827-GR6 (GR6) which became resistant to EGFR TKI 
through MET amplification. The expression of vimentin, ZEB1, and E-cadherin was evaluated in 
these cellular models in order to investigate an epithelial to mesenchymal transition (EMT) 
process induced by the MET amplification. In vivo, the tumor growth and the metastatic potential 
were analyzed by subcutaneous xenograft and intracardiac injection in mouse models. Finally, 
the clinical data of patients from 15 centers with a metastatic EGFR mutated NSCLC, exhibiting  
high MET overexpression in immunohistochemistry (score 3+) or MET amplification assessed by 
FISH on a re-biopsy performed after TKI EGFR progression were analyzed retrospectively. 

Results: In vitro, the MET amplification induced a significant increase in proliferation, anchorage 
independent growth, spheroid formation, anoïkis resistance and migration. Treatment with 
PHA-665752, a MET TKI, significantly reduced these biological properties in the GR6 cells 
harboring the MET amplification. An increase in the expression of vimentin and ZEB1 was also 
observed in the GR6 cells. In vivo, the MET amplification significantly increased the tumor 
growth and the metastatic potential. Treatment with crizotinib, another MET TKI, significantly 
decreased the metastatic potential of cells carrying MET amplification. Finally, patients with an 
EGFR mutated NSCLC, displayed a time to new metastases after TKI EGFR progression shorter 
than patients with high MET overexpression without MET amplification. 

Conclusion: The MET amplification during EGFR TKI resistance is associated in EGFR muted 
NSCLC with a more aggressive tumor phenotype. These results argue for the early use of MET 
inhibitors in combination with EGFR TKIs to avoid the emergence of a more aggressive resistant 
tumor clone. 

 

 

 

 

 

 

Key Words : EGFR, MET, tyrosine kinase inhibitor, non small cell lung cancer 
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INTRODUCTION 
 

 

La phosphorylation est une modification post traductionnelle réversible définie par le 

transfert d’un groupement phosphate de l’adénosine triphosphate (ATP) vers un résidu 

sérine, thréonine ou tyrosine. Ce processus contrôle l’activité biologique de multiples 

protéines au sein de la cellule. La réaction de phosphorylation est catalysée par une classe 

d’enzymes appelées kinases. Chez l’homme, plus de 520 kinases ont été identifiées et 

environ 90 correspondent à des tyrosine kinases (Blume-Jensen and Hunter 2001; Robinson, 

Wu, and Lin 2000). Les récepteurs tyrosine kinase (RTK) constituent une sous classe de 58 

tyrosine kinases divisée en 20 sous familles impliquées dans la transmission de signaux 

intercellulaires. Ces protéines partagent toutes une structure de base similaire comprenant : 

un domaine extracellulaire de fixation au ligand, un domaine transmembranaire constitué 

d’une seule hélice, et un domaine intracellulaire C-terminal porteur de l’activité kinase 

(Lemmon and Schlessinger 2010). L’activation des RTK est un phénomène complexe 

hautement régulé. En effet en l’absence de ligand, l’activité catalytique des RTK est inhibée 

par des interactions intramoléculaires (Schlessinger 2000). La fixation spécifique du ligand 

sur un RTK induit généralement sa dimérisation et engendre des modifications 

conformationnelles responsables de la trans-autophoshoprylation de plusieurs de ses 

résidus tyrosines. Ceci conduit à une activation de son domaine catalytique (Heldin 1995). 

Plusieurs protéines de signalisation capables de reconnaître les tyrosines phosphorylées des 

RTK sont alors recrutées. Elles sont à leur tour phosphorylées et activées par le RTK 

conduisant ainsi à des cascades de signalisation intracellulaire impliquées dans divers 

processus biologiques tels que la prolifération, la survie, la différenciation, l’apoptose, 

l’autophagie ou la migration. La dérégulation de l’activité des RTK est à l’origine de 

nombreuses pathologies humaines dont les cancers (McDonell et al. 2015). Les RTK 

constituent en conséquence des cibles thérapeutiques majeures et de nombreuses 

molécules ont été développées ou sont en cours de développement afin d’inhiber leur 

activité. 
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Figure 1 : Représentation des 20 sous familles de récepteurs tyrosine kinase et de leurs 

principaux domaines fonctionnels (Lemmon and Schlessinger 2010).  

 

I. La voie MET 

1) Découverte et structure du récepteur MET 

MET est un récepteur tyrosine kinase dont le gène a été identifié il y a plus de 30 ans à 

partir d’une lignée humaine d’ostéosarcome exposée à un carcinogène chimique le N-

méthyl-N’-nitroso-guaninidine (Cooper et al. 1984). Dans ce modèle, une translocation entre 

le chromosome 1 et le chromosome 7 entraine la formation d’une protéine de fusion 
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oncogénique TPR-MET constituée du domaine de dimérisation de la nucléoporine TPR 

(Tanslocated Promoter Region) et du domaine kinase de MET (M. Park et al. 1986). La 

dimérisation induite par la partie TPR, provoque l’activation constitutive de la kinase de la 

partie MET. L’identification de la séquence codante complète de MET a permis par la suite 

de déterminer qu’il s’agissait d’un gène responsable de la synthèse d’un récepteur tyrosine 

kinase (M. Park et al. 1987; S. Giordano et al. 1989). Ce gène, situé sur le bras long du 

chromosome 7 (7q31), s’étend sur environ 126 kb et comprend 21 exons et 20 introns. Il 

code pour un ARN messager de 8 kb dont la traduction permet la synthèse d’une protéine 

immature de 170 kDa (Lin et al. 1998). Un épissage alternatif permet également la 

production d’une forme minoritaire du récepteur comprenant 18 acides aminés 

supplémentaires dans le domaine extracellulaire (G. A. Rodrigues, Naujokas, and Park 1991). 

Le précurseur protéique majoritaire subit ensuite un clivage par la furine entre la lysine 307 

et l’arginine 308 produisant ainsi une sous unité α de 50 kDa et une sous unité β de 145 kDa 

(Komada et al. 1993). Les sous unités α et β, reliées entre elles par un pont disulfure, 

constituent le récepteur MET mature (Tempest, Stratton, and Cooper 1988).  

Le domaine extracellulaire de MET comprend un domaine SEMA N-terminal englobant 

la sous unité α ainsi que les premiers acides aminés de la sous unité β, suivi d’un domaine 

PSI (Plexin Semaphorin Intergin) riche en cystéines et de 4 domaines homologues aux 

immunoglobulines IPT (Immonoglobulin-like region in Plexin and Transcription factors). La 

structure tridimensionnelle du domaine extracellulaire a été caractérisée en 2003. Elle 

montre que le domaine SEMA, qui partage une forte homologie avec d’autres protéines de 

signalisation telles que les sémaphorines et les plexines, s’organise de façon globulaire en 7 

feuillets beta. Le domaine SEMA est ensuite suivi d’une tige formée par les domaines PSI et 

IPT (Gherardi et al. 2003). La partie extracellulaire du récepteur est ensuite reliée par une 

unique hélice transmembranaire à son domaine intracellulaire. Ce dernier est formé d’une 

région juxtamembranaire régulatrice, du domaine tyrosine kinase et d’une queue C-

terminale nécessaire au recrutement de protéines de signalisation d’aval (Schiering et al. 

2003). L’ensemble de cette structure est également partagé par le récepteur tyrosine kinase 

RON (Récepteur d’origine  nantais)(Ronsin et al. 1993). 
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Figure 2 : Représentation des principaux domaines fonctionnels du récepteur MET : le 

domaine SEMA , le domaine plexine-semaphorine-intergrine (PSI) , les quatre 

domaines IPT (Immonoglobulin-like region in Plexin and Transcription factors)  , le 

domaine transmembranaire , le domaine juxta-membranaire   , le domaine kinase  

et le site d’ancrage multi-substrat . Les résidus phosphorylables sont indiqués en rouge. 
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2) Découverte et structure du ligand de MET : l’HGF  

Le ligand de haute affinité spécifique de MET est l’HGF (Hepatocyte Growth Factor). 

Cette protéine a été identifiée en 1984 à partir de séra de rats partiellement hépatectomisés, 

comme un facteur de croissance des hépatocytes in vitro (T. Nakamura, Nawa, and Ichihara 

1984). Trois ans plus tard, une protéine induisant la dispersion des cellules épithéliales en 

culture est découverte et appelée Scatter Factor (Stoker et al. 1987). En 1991, Weider et al. 

démontrent que l’HGF et le Scatter Factor correspondent en réalité à une seule et même 

protéine codée par un seul et même gène (Weidner et al. 1991). La même année, plusieurs 

publications permettent d’établir que l’HGF est le ligand de haute affinité capable de lier et 

d’activer MET (Naldini, Vigna, et al. 1991; Naldini, Weidner, et al. 1991; Bottaro et al. 1991). 

Le gène codant pour l’HGF est situé sur le bras long du chromosome 7 (7q21). Il s’étend sur 

70 kb et comprend 18 exons et 17 introns (Fukuyama et al. 1991; Seki et al. 1991). L’HGF est 

synthétisé sous forme d’un pro-HGF inactif structurellement apparenté à la famille des 

sérines protéases et en particulier au plasminogen ainsi qu’au Macrophage Stimulating 

Factor (MSP). La forme immature de l’HGF peut lier MET mais demeure incapable de 

l’activer (Lokker et al. 1992). Le pro-HGF est activé par clivage protéolytique sur un site 

tryptase like situé entre l’arginine 454 et la valine 495. Il est alors converti en un 

hétérodimère actif (Gak et al. 1992; Naldini et al. 1992). Plusieurs protéases sont capables 

d’activer l’HGF telles que l’urokinase type plasminogen activator (Mars, Zarnegar, and 

Michalopoulos 1993), la matriptase (S.-L. Lee et al. 2010), l’hépsine (Kirchhofer et al. 2005), 

l’hepatocyte growth factor activator (Shimomura et al. 1993), la plasma kallikrein (Peek et al. 

2002) et le facteur de coagulation XIa (Shimomura et al. 1993). L’hétérodimère de 90 kDa 

formant l’HGF mature est constitué d’une sous unité α de 69 kDa et d’une sous unité β de 34 

kDa reliées par un pont disulfure (T. Nakamura et al. 1987; Naka et al. 1992). La sous unité α 

inclut un domaine N-terminal, aussi appelé domaine HL pour hairpin loop, relié à 4 domaines 

kringle (K1 à K4, correspondant à des boucles formées par des ponts disulfures intra-chaine) 

tandis que la sous unité β est constituée d’un domaine SHP (serine protease homology) 

dépourvu d’activité catalytique (Donate et al. 1994).  
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Figure 3 : Structure de l’Hepatocyte Growth Factor (HGF). Le domaine N terminal et les 4 

domaines Kringle (K1 à K4) constituent la sous unité α de l’HGF mature, et le domaine serine 

protease homology (SPH) la sous unité β. 

 

3) La signalisation du récepteur MET 

a. L’activation de MET par l’HGF 

Aucune structure cristalline des chaines α et β de l’HGF mature lié au récepteur MET 

n’a jusqu’à présent été réalisée. Cependant plusieurs sites de liaison entre l’HGF et MET ont 

été identifiés. Ainsi le domaine SEMA de MET est capable de reconnaître le domaine SHP de 

l’HGF mais cette seule interaction ne permet pas d’activer le récepteur (Stamos et al. 2004; 

Kirchhofer et al. 2004). La région comprenant les domaines N et K1 de l’HGF peut également 

fixer et activer MET via son domaine SEMA (Gherardi et al. 2006; Youles et al. 2008) ou via 

ses domaines IPT3 et 4 (Basilico et al. 2008). La fixation de l’HGF sur MET induit la 

dimérisation du récepteur et provoque l’autophosphorylation de deux résidus tyrosine 

situés sur la boucle d’activation du domaine catalytique de MET : Y1234 et Y1235 (Longati et 

al. 1994; Komada and Kitamura 1994). Ceci entraine un changement conformationnel 

conduisant la phosphorylation d’autres résidus tyrosine situés en dehors du domaine 

catalytique, notamment la Y1003 au niveau du domaine juxtamembranaire ainsi que la 

Y1349 et la Y1356 au niveau C terminal (Ponzetto et al. 1994; Ferracini et al. 1991). 

b. Les voies de signalisation en aval du récepteur 

Le domaine C-terminal de MET correspond à un site d’ancrage multi-substrats 

comprenant les résidus tyrosine Y1349 et Y1356. La phosphorylation de ces résidus est un 

évènement fondamental, nécessaire in vitro et in vivo au fonctionnement de la signalisation 

de MET (Maina et al. 1996; Ponzetto et al. 1994). En effet, l’autophosphorylation des 
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tyrosines Y1349 et Y1356 lors de l’activation de MET induit le recrutement de protéines 

adaptatrices et de protéines de signalisation effectrices porteuses d’un domaine SH2 (Src 

Homology 2) ou d’un domaine PTB (PhosphoTyrosine Binding) (Fournier et al. 1996; Royal 

and Park 1995; Ponzetto et al. 1994; Zhu et al. 1994). Les protéines adaptatrices sont 

dépourvues d’activité catalytique. Elles permettent le recrutement et l’activation de 

nombreuses protéines de signalisation effectrices contribuant ainsi à diversifier et à 

accentuer la signalisation induite par le récepteur (Brummer, Schmitz-Peiffer, and Daly 2010). 

Les principales protéines adaptatrices recrutées par MET sont : 

- GRB2 (Growth factor Receptor-Bound protein 2) : GRB2 est un adaptateur protéique 

se fixant sur la tyrosine phosphorylée 1356 de MET via son domaine SH2 (Zhu et al. 

1994; Ponzetto et al. 1994). Grâce à sa région d’homologie avec SRC3 (SH3), GRB2  

est capable à son tour de recruter des protéines telles que SOS (Son of Sevenless), 

inducteur de la voie Ras/MAPK et GAB1 une autre molécule adaptatrice (Bardelli et al. 

1997; L. S. Lock et al. 2000).  

 
- SHC : SHC est un adaptateur protéique se fixant sur les tyrosines phoshorylées du site 

d’ancrage multisubstrat de MET via un domaine PTB (M. M. Zhou et al. 1995). SHC 

est ensuite phosphorylé sur l’une de ses tyrosines par MET générant un site de haute 

affinité pour GRB2 (Pelicci et al. 1995) 

 
- GAB1 (GRB2-associated-binding protein 1) : GAB1 est une protéine adaptatrice qui 

peut être recrutée soit de manière indirecte par MET via GRB2, soit de manière 

directe via son domaine MDB (MET Binding Domain), capable de reconnaitre la 

tyrosine 1349 phosphorylée de MET (Weidner et al. 1996; Schaeper et al. 2000; Lisa S. 

Lock et al. 2003). GAB1 possède de multiples résidus tyrosine dont la 

phosphorylation par MET, permet le recrutement de protéines porteuses d’un 

domaine SH2 ou d’un domaine PTB. En particulier, GAB1 contribue au recrutement 

de la PI3K via sa sous-unité p85 (Maroun et al. 1999), de la PLCγ (Gual et al. 2000), de 

SHP2 (Maroun et al. 2000), et de protéines adaptatrices comme NCK (Kochhar and 

Iyer 1996) et CRKL (Sakkab et al. 2000). 
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En recrutant soit directement, soit grâce à des adaptateurs protéiques, de nombreuses 

protéines de signalisation d’aval, MET est capable d’activer de nombreuses voies telles que : 

- La voie PI3K/AKT. La PI3K peut s’associer à MET via sa sous unité p85 de manière 

directe au niveau de la tyrosine 1356 du site d’ancrage multi-substrats ou de manière 

indirecte via GAB1 (Ponzetto et al. 1994). Après son recrutement la PI3K est 

phosphorylée et activée (Graziani et al. 1991; Bardelli et al. 1992; Ponzetto et al. 

1993). Elle catalyse alors la phosphorylation du PIP2 (phosphatidyl inositol (4,5) 

phosphate) en PIP3 (phosphatidyl inositol (3, 4, 5) tri-phosphate). Ceci conduit à 

l’activation de protéines présentant un domaine PH (Pleckstrin Homology) telle que 

la sérine thréonine kinase AKT. L’activation d’AKT entraine la phosphorylation et 

l’inhibition de nombreuses protéines principalement pro-apoptotiques favorisant 

ainsi la survie cellulaire (Xiao et al. 2001). Plusieurs autres fonctions biologiques ont 

été associées avec la voie PI3K comme la mobilité (Royal and Park 1995), l’invasion 

(Trusolino et al. 2000), et la réorganisation du cytosquelette (Wells, Abo, and Ridley 

2002). L’activité de la PI3K est cruciale pour le chimiotactisme, la tubulogenèse ainsi 

que pour la prolifération (Derman et al. 1995; Skouteris and Georgakopoulos 1996).  

 

- La voie Ras/MAPK. Cette voie de signalisation est principalement activée par la 

fixation de GRB2 sur MET ou sur l’adaptateur SHC. En effet le recrutement de GRB2 

provoque l’activation de l’échangeur guanidique SOS, qui, à son tour, active la 

protéine G membranaire Ras. Le recrutement de SHP2 par GAB1 permet également 

de favoriser l’activation de Ras (Maroun et al. 2000). L’activation de Ras déclenche 

alors la cascade des MAP kinases : Ras active RAF, qui phosphoryle MEK1 (MAP/ERK 

kinase 1), qui phosphoryle à son tour ERK (Extracellular Signal-Regulated kinase 1) 

(Ponzetto et al. 1994; N. Li et al. 1993). ERK active enfin différents facteurs 

transcriptionnels dont c-Fos, ETS-1. Lors de la réponse à l’HGF, la voie des MAPK est 

principalement impliquée dans la prolifération cellulaire et la morphogenèse 

(Tulasne et al. 2002; Schaeper et al. 2000; Maroun et al. 2000).  

  
- La voie STAT3. STAT3 est recruté au niveau des tyrosines du site d’ancrage multi-

substrats de MET via son domaine SH2. Il est à son tour phosphorylé sur ses tyrosines 
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et transloqué dans le noyau. Il permet d’induire un programme transcriptionnel 

nécessaire à la tubulogenèse (Boccaccio et al. 1998; Schaper et al. 1997). L’activation 

de STAT3 est par ailleurs requise pour la croissance sans ancrage et la tumorigenèse 

(Zhang et al. 2002).  

 
- La voie de la PLCγ (Phospholipase C γ). La PLCγ est une phospholipase capable de 

s’associer directement à la tyrosine 1356 phosphorylée du site d’ancrage multi-

substrats du récepteur MET activé. Elle peut également être recrutée indirectement 

par GAB1. Une fois phosphorylée et activée par MET, la PLCγ induit alors la synthèse 

d’IP3 (1, 4, 5, triphosphate) et de DG (1,2 diacylglycérol) (Bardelli et al. 1992). Ceci 

entraine la libération de calcium, médiée par l’IP3, depuis les stocks intracellulaires  

(Kaneko et al. 1992). L’accumulation dans le cytosol de calcium et de DG conduit 

enfin à l’activation de la PKC (Protein Kinase C) qui participe à la prolifération en 

activant à son tour les MAP kinases p38 et ERK (Awasthi and King 2000).  

 

- La voie des protéines de la famille SRC. Les kinases SRC (Rahimi et al. 1998)  et FYN 

(Bardelli et al. 1992) sont capables de se lier directement sur les tyrosines 

phosphorylées du site d’ancrage multi-substrat de MET et d’être activées à la suite 

d’une stimulation du récepteur par l’HGF. La kinase SRC contribue à la 

phosphorylation de GAB1 et est essentielle à la mobilité (Chan et al. 2003). Elle 

phosphoryle et active également  FAK (focal adhesion kinase) (T.-H. Chen et al. 2011). 

Une fois activée FAK peut recruter GRB2 et induire la voie des MAPK (H. C. Chen et al. 

1998). 

 

- Les protéines adaptatrices de la famille CRK. Les protéines adaptatrices CRK-II et 

CRKL  peuvent se fixer sur GAB1 phosphorylé et induire l’activation des Rho GTPases 

Rac1 et Rap1 impliquées dans la mobilité et la dispersion cellulaire (Lamorte et al. 

2002; Sakkab et al. 2000; S. P. Rodrigues et al. 2005). 

 

- Les phosphatases SHIP-1 et 2 (SH2 domain containing inositol 5 phosphatase 1 et 2). 

Ces protéines fixent MET sur la Y1356 et stimulent la formation de lamellipodes ainsi 

que la tubulogenèse (Stefan et al. 2001; Koch et al. 2005). 



 21 

Figure 4 : Les voies de signalisation intracellulaires activées par MET (C. R. Graveel, Tolbert, 
and Vande Woude 2013). Après son activation à la membrane plasmique par son ligand 
l’HGF, le récepteur MET est capable d’induire diverses voies de signalisation intracellulaire 
dont les voies PI3K/AKT, RAS/MAPK, ou CRKL/RAC1 impliquées dans plusieurs réponses 
biologiques comme la prolifération, la survie cellulaire ou la migration. Les adaptateurs 
protéiques GRB2 et GAB1 jouent un rôle crucial dans le recrutement et l’activation des 
différents acteurs de ces voies de signalisation. 

 

4) Les réponses biologiques induites par MET 

L’activation de MET induit un programme de croissance dite « invasive », associant des 

réponses biologiques au niveau cellulaire telles que la prolifération, la résistance à 

l’apoptose, la dispersion, la mobilité cellulaire et la morphogenèse de branchement 

(Comoglio and Trusolino 2002). 

a. La dispersion et la morphogenèse de branchement 

Les cellules d’origine épithéliale comme les MDCK (Madin-Darby canine kidney 

epithelial cells) croissent en culture bidimensionnelle sous forme d’une monocouche de 

cellules cubiques jointives. L’activation de MET par l’HGF induit dans ces cellules une 
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réorganisation du cytosquelette d’actine entrainant la formation de multiples 

bourgeonnements membranaires (Stoker and Perryman 1985; Stoker et al. 1987). 

Rapidement les complexes jonctionnels assurant l’adhésion intercellulaire sont perdus et les 

cellules se dispersent en prenant une morphologie allongée proche de celle des fibroblastes 

(Hay and Zuk 1995; Grisendi, Arpin, and Crepaldi 1998). Ce phénomène est dépendant de 

l’activation par MET, via les voies de signalisation Ras MAPK et PI3K, des Rho GTPase Rac1, 

RhoA, et Cdc42 (Royal and Park 1995; Potempa and Ridley 1998; Royal et al. 2000). La 

stimulation par l’HGF permet enfin de phosphoryler la paxilline et FAK augmentant ainsi les 

capacités migratoires des cellules (Z.-X. Liu et al. 2002; Matsumoto et al. 1994). 

Lors d’une culture en 3 dimensions dans un gel riche en collagène, les cellules 

d’origine épithéliale s’organisent en structures kystiques. Une stimulation par l’HGF conduit 

ces kystes à former des réseaux tubulaires interconnectés (Brinkmann et al. 1995; 

Montesano et al. 1998). Ce processus, appelé morphogenèse de branchement, est 

dépendant de l’activation par MET des voies PI3K et MAPK ainsi que de l’activité des 

métalloprotéases responsables d’une dégradation de la matrice extracellulaire (O’Brien et al. 

2004; W. Yu et al. 2003).  

b. La prolifération et la résistance à l’apoptose 

L’activation de MET est responsable d’une augmentation de la résistance à l’apoptose 

grâce à l’activation de la voie PI3K et dans une moindre mesure de la voie MAPK (Xiao et al. 

2001; Zeng et al. 2002). En effet la voie PI3K/AKT entraine la phosphorylation et 

l’inactivation de la protéine pro-apoptotique Bad et permet l’expression de molécules anti-

apoptotiques comme Bcl-xl et Mcl-1 (Y. Liu 1999; Schulze-Bergkamen et al. 2004). De plus la 

voie PI3K/AKT, via la protéine kinase mTOR, stimule la synthèse et le transport nucléaire de 

la protéine MDM2 responsable de l’inhibition de TP53 (Moumen et al. 2007).  

Grâce à l’activation des voies PI3K et MAPK,  MET favorise par ailleurs la prolifération 

cellulaire en induisant la synthèse de facteurs transcriptionnels tels que JUN, FOS, Myc ou 

NF-κB qui permettent la progression dans le cycle cellulaire (de Juan et al. 1994; Gómez-

Lechón et al. 1996; Takeuchi et al. 2001; Müller, Morotti, and Ponzetto 2002). 
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5) Rôle physiologique de MET 

Durant les stades précoces du développement embryonnaire, l’HGF et MET sont 

exprimés de manière concomitante dans le mésoderme et l‘ectoderme suggérant une 

activation de la voie HGF/MET sur un mode autocrine. A partir du début de l’organogenèse, 

l’expression de MET se restreint aux cellules épithéliales, aux myoblastes et aux précurseurs 

neuronaux tandis que l’HGF est principalement exprimé par le tissu mésenchymateux 

adjacent (Andermarcher, Surani, and Gherardi 1996; Sonnenberg et al. 1993). L’inactivation 

de MET ou de l’HGF chez la souris produit des phénotypes identiques se traduisant par un 

décès in utero au 15e jour de développement du fait d’un défaut d’organisation du 

trophoblaste placentaire responsable d’une ischémie foetale (Uehara et al. 1995). Les souris 

MET-/- et HGF-/- présentent de plus un foie atrophique, ainsi qu’un défaut de formation des 

muscles squelettiques au niveau de la langue, du diaphragme et des membres en raison d’un 

blocage de la migration des précurseurs musculaires dans les somites (C. Schmidt et al. 1995; 

Bladt et al. 1995). L’inactivation conditionnelle de MET a par la suite permis de démontrer 

l’implication du récepteur dans la formation de différentes structures comme des alvéoles 

pulmonaires (Calvi et al. 2013), des néphrons (Ishibe et al. 2009), ou de certains muscles 

squelettiques (Prunotto et al. 2004). MET intervient également dans le développement du 

cortex, du cervelet ainsi que dans la prolifération et la différenciation des progéniteurs des 

oligodendrocytes (Smith, Xu, and Powell 2012; Ohya et al. 2007; Powell et al. 2003; Ieraci, 

Forni, and Ponzetto 2002). Cette implication de MET dans l’organisation du système nerveux 

central pourrait notamment expliquer l’association observée entre certaines mutations de 

MET et les troubles du spectre autistique (Campbell et al. 2008; Sousa et al. 2009). 

Chez l’adulte,  MET est principalement exprimé par les cellules épithéliales (Prat et al. 

1991; Di Renzo et al. 1991), les cellules endothéliales (Bussolino et al. 1992), les progéniteurs 

hématopoiétiques (Nishino et al. 1995), les lymphocytes B (Taher et al. 2002) et les cellules 

cérébrales (Di Renzo et al. 1991). L’HGF quand à lui est essentiellement produit par les 

cellules mésenchymateuses (Stoker et al. 1987). La voie HGF/MET joue un rôle majeur dans 

la protection, la régénération, la réparation et l’homéostasie de nombreux tissus. Une 

augmentation de la synthèse d’HGF est ainsi mise en évidence à la suite de lésions 

hépatiques (Hamanoue et al. 1992), rénales (Igawa et al. 1993), pulmonaires (Yanagita et al. 

1993), ou spinales (Shimamura et al. 2007). Il a de plus été montré que l’inactivation 
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conditionnelle de MET dans les hépatocytes de souris augmentait la sensibilité de ces 

cellules au stimuli pro-apoptotiques, induisait un retard dans la régénération hépatique et 

favorisait l’apparition de lésions de fibrose lors de la réparation tissulaire (Huh et al. 2004; 

Factor et al. 2010; Marquardt et al. 2012). De manière similaire, l’inactivation de MET dans 

les kératinocytes a permis de mettre en évidence que la voie HGF MET était nécessaire au 

processus de cicatrisation cutanée (Chmielowiec et al. 2007). Enfin plusieurs travaux ont 

également démontré le rôle de MET dans la régénération et la réparation rénale (Dai et al. 

2010; D. Zhou et al. 2013; H. Ma et al. 2009).  

6) La régulation de la signalisation de MET 

a. Les relais de signalisation membranaires 

MET possède la propriété remarquable de pouvoir s’associer de manière directe ou 

indirecte avec de multiples molécules de signalisation membranaires. Les complexes 

protéiques ainsi formés, permettent de bâtir de véritables plateformes de signalisation 

modulant et diversifiant les réponses biologiques engendrées par MET.  

i. Les Plexines 

Les plexines sont les récepteurs transmembranaires des protéines de signalisation 

extracellulaire, les semaphorines (Tamagnone et al. 1999). Elles permettent d’activer des 

voies de signalisation impliquées dans le remodelage du cytosquelette, la migration et 

l’invasion cellulaire notamment via le contrôle des Rho GTPases (Y. Tong et al. 2007; 

Driessens et al. 2001). Les plexines et les sémaphorines présentent comme MET un domaine 

SEMA. Cette homologie de structure permet à MET de s’associer avec la Plexine B1, 

récepteur de la sémophorine SEMA 4D (Gherardi et al. 2004; Neufeld et al. 2012). Les effets 

de la signalisation de la plexine B1 sur MET varient selon le modèle cellulaire étudié. Ainsi, il 

a été rapporté dans des cellules épithéliales que la fixation de SEMA 4D sur la plexine B1 

favorisait l’activation et la signalisation induite par MET augmentant ainsi les capacités 

migratoires des cellules étudiées (Conrotto et al. 2005; Silvia Giordano et al. 2002). A 

l’inverse, il a également été observé dans plusieurs lignées cancéreuses que la fixation 

directe de la plexine B1 sur MET induisait une diminution de la migration cellulaire (Soong 

and Scott 2013; Stevens et al. 2010; T. Sun, Krishnan, and Swiercz 2012). MET est par ailleurs 
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capable d’interagir avec la plexine B3 qui augmente l’activation du récepteur et favorise la 

mobilité des cellules HUVEC (Artigiani et al. 2004).  

ii. CD44 

Les glycoprotéines CD44 sont une famille de protéines transmembranaires 

comprenant plusieurs isoformes issues de l’épissage alternatif d’un même ARN. Leurs 

principaux ligands sont l’acide hyaluronique et l’ostéospontine. Elles sont impliquées dans la 

croissance tumorale et le chimiotactisme (Weber et al. 1996). En 1999, Van der Voort et al. 

ont montré que l’isoforme CD44v3 peut également interagir avec l’HGF favorisant ainsi la 

signalisation de MET (van der Voort et al. 1999). Par la suite il a été constaté dans plusieurs 

lignées cellulaires que la dispersion et l’invasion induite par l’HGF dépend de l’interaction de 

MET avec l’isoforme CD44v6 (Orian-Rousseau et al. 2002). Cette isoforme est en effet 

requise pour l’autophoshorylation de MET et sa signalisation d’aval via une interaction avec 

les protéines Ezrine, Radixine et Moézine (ERM) (Orian-Rousseau et al. 2002, 2007; Crepaldi 

et al. 1997; Damm et al. 2010). D’autres isoformes de CD44, peuvent renforcer la 

signalisation induite par MET. Ainsi dans des lignées de cancer de prostate, la liaison de 

l’acide hyaluronique sur CD44v9 est nécessaire à l’activation de MET par l’HGF et favorise les 

capacités d’invasion des cellules cancéreuses (Ghatak et al. 2010). Enfin, il a été établi que 

CD44v10 entraine le recrutement de MET dans des radeaux lipidiques à la surface de cellules 

endothéliales assurant ainsi le maintien d’une barrière vasculaire efficace (Singleton et al. 

2007). Cette interaction entre les protéines CD44 et la voie HGF/ MET a été également 

constatée in vivo. En effet, les souris KO pour CD44 présentent une haploinsuffisance pour 

MET et HGF (Matzke et al. 2007). 

iii. Les intégrines 

Les intégrines sont des récepteurs membranaires hétéro-dimériques, formés d’une 

sous unité α et d’une sous unité β, responsables de l’adhésion à la matrice extracellulaire ou 

à d’autres cellules. Elles exercent une fonction de protéine échafaudage en recrutant un 

réseau de protéines qui connecte le cytosquelette d’actine à l’environnement extracellulaire 

(Winograd-Katz et al. 2014). Il s’agit également d’importantes molécules de signalisation qui 

permettent la transduction et l’intégration de multiples signaux. Le dialogue entre MET et 

les intégrines est complexe et implique des régulations réciproques pouvant être ligand 
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dépendante ou indépendante, conduisant le plus souvent à une augmentation de la 

signalisation d’aval de MET (Chan et al. 2006). L’intégrine dont l’interaction avec MET est la 

mieux étudiée est la α6β4, récepteur de la laminine. Bien qu’individuellement les deux 

récepteurs favorisent l’invasion (J. Chung et al. 2004), plusieurs publications suggèrent que 

leur association amplifie leur signalisation (Franco et al. 2010; Trusolino, Bertotti, and 

Comoglio 2001; Bertotti, Comoglio, and Trusolino 2005; Yoshioka et al. 2013; Ephstein et al. 

2013). En effet, l’interaction entre MET et α6β4 favorise la phosphorylation de la sous unité 

β4 entrainant l’activation de SHC et de la PI3K, indépendamment de la liaison de l’intégrine à 

son ligand (Trusolino, Bertotti, and Comoglio 2001). Les intégrines β1 peuvent également 

s’associer à MET et induire un programme de croissance invasive ou participer à la 

morphogenèse rénale (Rahman et al. 2005; Mitra et al. 2011; Yingjie Liu et al. 2009; Ju and 

Zhou 2013; Barrow-McGee et al. 2016). Mitra et ses collaborateurs ont notamment rapporté 

que, dans des cellules de cancer de l’ovaire, la fibronectine favorisait l’association de 51 

et de MET, conduisant à la phosphorylation indépendante de l’HGF du RTK et à l’activation 

de SRC et FAK (Mitra et al. 2011). 

iv. Les récepteurs tyrosine kinase (RTK) 

MET joue un rôle important dans l’activation et la potentialisation d’autres RTK et 

inversement plusieurs RTK peuvent stimuler la voie MET. MET peut ainsi s’associer avec le 

récepteur RON dont il partage une homologie structurale importante. Les deux récepteurs 

sont en effet capables de se trans-phosphoryler en réponse à leur ligand respectif et de 

s’activer mutuellement en formant un hétéro-dimère, ce qui conduit à une augmentation de 

leur signalisation (Follenzi et al. 2000). Plusieurs publications ont également décrit les 

activations croisées de MET et d’EGFR. Par exemple, Jo et al. ont montré que MET dans des 

cellules cancéreuses épithéliales est phosphorylé et activé après une exposition à l’EGF ou 

au TGFα via une liaison directe à l’EGFR (Jo et al. 2000). Inversement, l’HGF est capable 

d’induire une phosphorylation de l’EGFR via l’activation de MET (Mueller et al. 2008; Reznik 

et al. 2008). De plus, l’utilisation d’inhibiteurs d’EGFR peut bloquer la prolifération et la 

mobilité induite par l’HGF (Bonine-Summers et al. 2007; Y.-W. Zhang et al. 2010). Bien que 

MET soit capable de se lier directement à l’EGFR, plusieurs autres protéines participent à son 

activation dans ce contexte. Il s’agit principalement des protéines SRC, des MAPK, et des 

intrégrines β (Ju and Zhou 2013; Yamamoto et al. 2006; Breindel et al. 2013; Dulak et al. 
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2011). D’autres activations croisées ont été mises en évidence entre MET et d’autres RTK. Il 

s’agit notamment de HER2 (Shattuck et al. 2008; Khoury et al. 2005; A. Guo et al. 2008), 

HER3 (Tanizaki et al. 2011), IGFR1 (Bauer et al. 2006) et RET (Tanizaki et al. 2011). De 

manière intéressante, Tanizaki et al. ont observé que ces différents RTK ne participaient pas 

de manière équivalente aux réponses biologiques induites par MET (Tanizaki et al. 2011). En 

effet, dans un modèle cellulaire amplifié MET, ils ont constaté que la perte d’EGFR et d’HER3 

diminuait la prolifération et la survie, tandis que la perte de RET diminuait la migration et 

que la perte d’HER2 diminuait la survie, la migration et la prolifération. 

v. Les tétraspanines 

MET peut interagir avec les protéines membranaires CD151 et CD82 appartenant à la 

famille des tétraspanines (Sebastian Krystian Klosek et al. 2005; Sridhar and Miranti 2006). 

CD151 est en effet capable de s’associer à MET ainsi qu’aux sous unités α4 et β6 des 

intégrines.  Ceci augmente la signalisation, la migration, et la prolifération induite par la voie 

MET (Franco et al. 2010; Sebastian K. Klosek et al. 2009). A l’inverse, CD82 prévient la 

phosphorylation de MET à la suite d’une activation par l’HGF ou par EGFR entrainant une 

diminution de la signalisation d’aval, de la migration et de l’invasion (Sridhar and Miranti 

2006; Ying Li et al. 2013; Mela and Goldman 2013; Todeschini et al. 2007). 

vi. Les récepteurs de mort Fas et DR5 

La forme inactive de MET peut influencer l’apoptose en se liant avec les récepteurs 

de mort membranaire Fas et DR5. En effet, MET dans sa forme inactive prévient la tri-

mérisation de Fas ainsi que le recrutement du complexe DISC (Death-Inducing Signaling 

Complex) par Fas (X. Wang et al. 2002; Zou et al. 2007; Smyth and Brady 2005). L’activation 

de MET par l’HGF abolit son interaction avec Fas et favorise l’apoptose induite par FasL, 

ligand de Fas (X. Wang et al. 2002; Accordi et al. 2007). De manière similaire MET prévient 

l’interaction entre le récepteur DR5 et la cytokine Trail (tumor-necrosis-factor related 

apoptosis inducing ligand) ainsi que l’association de DR5 avec DISC (Du et al. 2014). 

vii. Les mucines et la E-cadherine  

Les glycoprotéines transmembranaires Muc1 et Muc20, appartenant à la famille des 

mucines, peuvent interagir avec MET. Elles induisent une inhibition de l’invasion et de la 
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migration médiée par MET (Horm et al. 2012; Singh et al. 2008; Higuchi et al. 2004). La E-

cadhérine est une protéine transmembranaire impliquée dans la formation de jonctions 

entre les cellules. Lors d’une stimulation par l’HGF, MET interagit directement avec la E-

cadhérine, et induit son endocytose. Ceci diminue l’adhésion inter-cellulaire, augmente les 

capacités de migration et favorise la dispersion cellulaire (Hiscox and Jiang 1999; Kamei et al. 

1999; Reshetnikova, Troyanovsky, and Rimm 2007).  

b. Internalisation, trafic et dégradation du récepteur MET 

Après son activation par son ligand l’HGF, MET, comme d’autres récepteurs tyrosine 

kinase, est internalisé via le processus d’endocytose (Naka et al. 1993; Kamei et al. 1999). 

L’internalisation de MET implique les molécules de clathrine et les dynamines mais 

également le recrutement de l’E3 ubiquitine ligase Cbl (Casitas B-Cell Lineage) via le domaine 

SH3 de Grb2 (Kermorgant and Parker 2008a; Joffre et al. 2011; Ning Li et al. 2007). En effet, 

un complexe comprenant Cbl, l’adaptateur CIN85 et l’endophiline permet le transfert de 

MET depuis les puits de clathrines jusqu’aux endosomes (Garcia-Guzman, Larsen, and Vuori 

2000; Petrelli et al. 2002; Pascal Peschard et al. 2004). Au cours de son transfert vers les 

endosomes, le récepteur internalisé reste activé et demeure capable d’induire une 

signalisation. Ainsi l’activation complète après une stimulation par l’HGF, de ERK1/2, ou de la 

GTPase Rac1 impliquée dans la migration cellulaire, requiert l’internalisation de MET et son 

transfert vers les endosomes (Kermorgant, Zicha, and Parker 2004; Palamidessi et al. 2008; 

Joffre et al. 2011). L’acheminement de MET jusqu’aux endosomes périnucléaires est de plus 

nécessaire à l’activation de STAT3 et à son accumulation dans le noyau (Kermorgant and 

Parker 2008b).  

Une fois internalisé et transféré dans les endosomes, le récepteur MET est ensuite 

soit dégradé, soit recyclé à la membrane. L’E3 ubiquitine ligase Cbl contient un domaine 

reconnaissant de la tyrosine Y1003 phosphorylée de MET située dans le domaine 

juxtamembranaire du récepteur (P. Peschard et al. 2001). Cette tyrosine phosphorylée lors 

de l’activation de MET permet le recrutement direct de Cbl qui induit alors l’ubiquitination 

du récepteur. MET ubiquitinylé est ensuite transféré via le recrutement et la 

phosphorylation de la protéine HRS (hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase 

substrate) dans les endosomes tardifs, et est dégradé dans les lysosomes (D. E. Hammond et 
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al. 2001; Dean E. Hammond et al. 2003; Abella et al. 2005). Dans les endosomes, le 

récepteur MET peut également être recyclé à la membrane plasmique via le recrutement 

par CRK de la protéine GGA3 (Golgilocalised gamma ear-containing Arf-binding protein 3) 

(Parachoniak et al. 2011). 

MET peut également être dégradé à la surface cellulaire par des clivages 

protéolytiques indépendamment de toute stimulation par l’HGF (Schelter et al. 2010; 

Foveau et al. 2009). En effet les métalloprotéases membranaires de la famille ADAM sont 

capables de cliver le domaine extracellulaire de MET au niveau d’une région située à 

proximité de la membrane plasmique libérant ainsi dans le milieu extracellulaire un 

fragment N-terminal appelé MET soluble. Le fragment C-terminal formé par le domaine 

intracellulaire et transmembranaire du récepteur subit ensuite un nouveau clivage 

protéolytique par la γ-sécrétase conduisant à la libération dans le cytoplasme d’un fragment 

intracellulaire qui sera enfin dégradé par le protéasome. Ces clivages, également 

susceptibles de survenir au sein des endosomes (Ancot et al. 2012), permettent de réguler la 

demi-vie du récepteur. Par ailleurs en condition de stress apoptotique MET peut être clivé et 

dégradé par les caspases au niveau des résidus D1002 et D1374. Ceci entraine la formation 

d’un fragment intracellulaire appelé p40 MET qui amplifie le processus apoptotique (Foveau 

et al. 2007; Tulasne et al. 2004; Lefebvre et al. 2013). 

c. Les phosphatases 

Les tyrosines phosphatases sont une vaste famille d’enzymes cytosoliques ou 

transmembranaires responsables de l’hydrolyse du groupement phosphate des tyrosines 

phosphorylées. En déphosphorylant plusieurs résidus tyrosine de MET, les phosphatases 

régulent négativement l’activité du récepteur. Ainsi, les tyrosines Y1234 et Y1235 de la 

boucle d’activation de MET sont déphosphorylées par les phosphatases PTP-1B et la T-cell 

phosphatase (Sangwan et al. 2008). La tyrosine phosphatase RPTP-β déphosphoryle la 

tyrosine Y1356 et inhibe ainsi la signalisation d’aval de MET (Xu et al. 2011, 2012). Enfin, 

CD148 déphosphoryle la tyrosine 1349 empêchant le recrutement des effecteurs de 

signalisation comme GAB1 (Palka, Park, and Tonks 2003).  
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d. La sérine 985 

La sérine 985 située dans le domaine juxtamembranaire de MET est phosphorylée 

par les PKC δ et ε, et déphosphorylée par la phosphatase PPA2 (Protein phosphatase A2) 

(Hashigasako et al. 2004). Elle participe à la régulation négative du récepteur en inhibant la 

phosphorylation des tyrosines au sein de son domaine kinase inhibant ainsi son activité 

catalytique  (Gandino et al. 1994). In vivo, la régénération hépatique nécessitant l’activation 

de la voie HGF/MET s’accompagne d’une diminution de la phosphorylation de la sérine 985 

suggérant l’implication de ce résidu dans la régulation physiologique de l’activité de MET 

(Nakayama et al. 2013).  

7) Les dérégulations de MET dans le cancer 

La voie HGF/MET est capable d’induire un programme de croissance invasive associant 

prolifération cellulaire, mobilité et résistance à l’apoptose. A l’état physiologique l’activation 

de cet axe de signalisation est hautement régulée. En pathologie humaine, l’activation 

aberrante de la voie HGF/MET est impliquée dans le développement de nombreux cancers. 

Plusieurs mécanismes de dérégulation ont été mis en évidence comme la surexpression de 

MET, la sécrétion autocrine ou paracrine de l’HGF, l’amplification du gène MET, la survenue 

de mutations de MET, ou l’apparition de fusion génique impliquant MET. 

a. La surexpression de MET 

L’implication de la surexpression de MET dans la tumorigenèse a été mise en 

évidence dans plusieurs modèles murins. En effet, il a été démontré in vivo que la seule 

surexpression de MET était capable d’induire des tumeurs mammaires ou hépatiques (Ponzo 

et al. 2009; R. Wang et al. 2001). Différents mécanismes peuvent concourir à la 

surexpression de MET dans les cancers. Tout d’abord, certaines altérations génétiques, 

modifiant la synthèse ou la dégradation du récepteur, comme l’amplification de MET ou les 

mutations des sites d’épissage de l’exon 14 de MET, sont associées à une augmentation de 

l’expression de MET (Schildhaus et al. 2015; J. H. Tong et al. 2016). Ces anomalies sont 

respectivement détaillées dans les paragraphes ci-dessous. Ensuite, des modifications 

épigénétiques peuvent modifier l’expression de MET. Ainsi, l’hypométhylation de MET est 

corrélée à une expression élevée du récepteur dans les adénocarcinomes canalaires 
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pancréatiques (Nones et al. 2014). Une augmentation de l’expression de MET peut aussi être 

secondaire à une activation de la transcription soit en réponse à l’hypoxie via le facteur 

HIF1α (Pennacchietti et al. 2003), soit à la suite d’une dérégulation des facteurs de 

transcription Ets1 ou AP1 (Seol, Chen, and Zarnegar 2000; Furlan et al. 2008). La 

surexpression de MET peut également être induite par l’inhibition de plusieurs micro-ARN  

bloquant la traduction de l’ARNm de MET comme miR-1 (Migliore et al. 2012), miR-31 

(Mitamura et al. 2013), miR-34a et b (Ying Zhang et al. 2014; Migliore et al. 2008), miR-139-

5p (C. Sun et al. 2015), ou miR-144-3p (Lan et al. 2015). Actuellement on estime que plus 

d’une trentaine de micro-ARN sont impliqués dans la régulation de MET (Karagonlar, Korhan, 

and Atabey 2015). Par ailleurs, la protéine p53 régule négativement l’expression de MET en 

favorisant l’expression de miR-34 et en inhibant la fixation de SP-1 sur le promoteur de MET. 

Par conséquent, l’inactivation de p53 est à même d’induire une surexpression de MET dans 

les cellules cancéreuses (Hwang et al. 2011). Enfin, il a été montré que la phosphorylation de 

la tyrosine Y1313 de MET permet le recrutement de la Tensine 4 qui prévient la dégradation 

du récepteur et est associée à la surexpression de MET dans les cancers du colon et de 

l’ovaire (Muharram et al. 2014).  

L’expression du récepteur MET a été étudiée dans de nombreux cancers  

principalement par immunohistochimie (IHC), par western blot, ou par RT-qPCR (Yanni 

Zhang, Du, and Zhang 2016). Il s’agit d’un évènement fréquent mais dont la prévalence varie 

de manière importante selon le type de cancer, la technique utilisée, et le seuil retenu pour 

définir la surexpression. Ainsi en immunohistochimie une surexpression de MET a été mise 

en évidence dans 9.6 à 71% des cancers gastriques (An et al. 2014; Huang et al. 2001), 13.7 à 

70% des cancers bronchiques non à petites cellules (Sanghui Park et al. 2012; Tsao et al. 

2001), 20 à 87.5% des carcinomes hépatocellulaires (Kiss et al. 1997; Chau et al. 2008), et 25 

à 60% des cancers du sein (Ghoussoub et al. 1998; G. V. Scagliotti, Novello, and von Pawel 

2013). En utilisant, en IHC, l’anticorps monoclonal SP44 dirigé contre MET ainsi que le 

système d’évaluation qui lui est associé (Figure 5), la prévalence de surexpression de MET 

dans les cancers bronchiques non à petites cellules métastatiques est estimée à environ 50% 

(Spigel et al. 2013). La surexpression de MET a été associée à un mauvais pronostic dans les 

cancers bronchiques non à petites cellules (B. Guo et al. 2014), les carcinomes mammaires 

(Yan et al. 2015), et les cancers gastriques (Peng et al. 2014). Cependant le lien entre 
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surexpression et activation du récepteur reste controversé. En effet si certaines études ont 

observé une association entre expression de MET et phosphorylation des résidus tyrosine 

témoins de l’activation du récepteur (Y. Nakamura et al. 2007; Copin et al. 2016), d’autres 

travaux ne retrouvent pas cette corrélation (Watermann et al. 2015; Tsuta et al. 2012). De 

plus plusieurs essais cliniques de grande ampleur n’ont pas mis en évidence d’efficacité des 

inhibiteurs de MET dans les cancers bronchiques non à petites cellules présentant une 

surexpression MET (Spigel et al. 2017; G. Scagliotti et al. 2015). 

Figure 5 : Score d’expression tumorale de MET en Immunohistochimie avec 

l’anticorps monoclonal SP44 (Montagne et al. 2015). Le score 0 correspond à une absence 

de marquage ou à un marquage présent dans moins de 50% de cellules tumorales quelque 

soit son intensité. Le score 1 correspond à une intensité de marquage faible d’au moins 50% 

des cellules tumorales ou à un marquage modéré de moins de 50% des cellules tumorales. 

Le score 2 correspond à une intensité modérée d’au moins 50% des cellules tumorales ou à 

un marquage fort de moins de 50% des cellules tumorales, et le score 3 à une intensité forte 

d’au moins 50% des cellules tumorales. 
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b. La sécrétion d’HGF 

L’HGF peut être sécrété de manière paracrine par les cellules du stroma tumoral ou 

de manière autocrine par les cellules tumorales elles-mêmes (Ferracini et al. 1995). Plusieurs 

lignées cellulaires humaines comme la lignée SNU-484, dérivée d’un cancer gastrique, ou la 

lignée U-87, dérivée d’un gliome, présentent une sécrétion autocrine d’HGF (Minseon Park 

et al. 2005; Ying Zhang et al. 2013). Dans ces modèles cellulaires, l’inhibition de la voie 

HGF/MET par un inhibiteur de tyrosine kinase (ITK) ou par un anticorps bloquant l’HGF induit 

une inhibition de la prolifération cellulaire. Le rôle oncogénique de l’HGF a été confirmé in 

vivo dans des modèles de souris surexprimant ce facteur de croissance. En effet, les souris 

qui surexpriment l’HGF dans l’ensemble de leur organisme, développent spontanément des 

mélanomes, des sarcomes ou des carcinomes (Takayama et al. 1997). Lorsque la 

surexpression est restreinte au niveau des glandes mammaires, les souris développent des 

tumeurs mammaires pouvant métastaser au poumon (Gallego, Bierie, and Hennighausen 

2003). Chez l’homme, une augmentation de la sécrétion d’HGF, mesurée au niveau sérique 

par ELISA ou au niveau tissulaire par IHC, a été observée et associée à un mauvais pronostic 

dans les cancers bronchiques à petites cellules (Canadas et al. 2013), les cancers 

bronchiques non à petites cellules (Siegfried et al. 1997), les cancers du sein (H. Yang, Zhang, 

and Cui 2015; Toi et al. 1998), les cancers de la prostate (Gupta et al. 2008), les cancers 

rénaux à cellules claires (Tanimoto et al. 2008), les mélanomes (Hügel et al. 2016) et les 

gliomes (X. Zhang et al. 2013). Enfin, il a été montré qu’un taux élevés d’HGF dans les lavages 

broncho-alvéolaires de patients atteints de carcinomes bronchioloalvéolaires était un 

facteur de risque indépendant de mortalité (Wislez et al. 2003). 

c. L’amplification de MET  

Le rôle oncogénique de l’amplification du gène MET a été initialement identifié dans 

des fibroblastes de souris NIH3T3, qui présentaient une transformation cancéreuse 

spontanée, lors d’expériences de transfections utilisant de l'ADN provenant de cellules 

néoplasiques ou non néoplasiques (Cooper et al. 1986). En effet, dans ces cellules, il était 

constaté par Southern blot une augmentation du nombre de copies du gène MET endogène, 

conduisant à une augmentation majeure de l'ARNm de MET. L'amplification MET a par la 

suite été détectée dans les cellules GTL16, une lignée cellulaire de tumeur gastrique 
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humaine dérivée d'un sous-clone de la lignée MKN45 (S. Giordano et al. 1989). Dans ce 

modèle, l'amplification de MET conduit à une synthèse massive du récepteur et à son 

activation constitutive, indépendamment de la stimulation par le ligand. Plus tard, plusieurs 

lignées de cellules cancéreuses MET amplifiées ont été caractérisées et utilisées dans des 

études précliniques d'inhibition de MET. Il s'agit notamment de lignées cellulaires dérivées 

de cancers du poumon (EBC-1, H1993) (Zhao et al. 2005) ou de cancers gastriques (MKN45, 

GTL-16, SNU5, KatoII) (Ponzetto et al. 1991; Rege-Cambrin et al. 1992; Smolen et al. 2006). 

Ces lignées cellulaires ont permis de mettre en évidence un phénomène d’addiction 

oncogénique secondaire à l’amplification de MET. En effet, il est possible d'induire, dans ces 

modèles, un arrêt de la croissance cellulaire et/ou la mort cellulaire par traitement avec un 

ITK de MET tel que PHA-665752 (Smolen et al. 2006) ou par inhibition de l’expression de 

MET via un shRNA (Lutterbach et al. 2007). Jusqu'à présent, il n’existe pas de modèle in vivo 

reproduisant l’amplification de MET. Cependant l’efficacité des thérapies ciblant MET in vivo 

a pu être évaluée grâce à des modèles de xénogreffes de lignées cellulaires présentant une 

amplification MET ou de xénogreffes de cellules tumorales dérivées du patients (PDX). Une 

étude a ainsi montré, dans deux modèles PDX de cancers rénaux présentant une 

amplification de MET, une inhibition de la croissance tumorale en réponse à AZD6094, un 

inhibiteur sélectif de MET (Schuller et al. 2015).  

La fréquence de l’amplification de MET varie selon le type de cancer étudié, la 

technique utilisée (Fluorescence In Situ Hybridization (FISH), quantitative Polymerase Chain 

Reaction (qPCR), Comparative Genomic Hybridization array (CGH array)), et les critères de 

mesure retenus pour sa définition. En retenant une définition fondée sur un ratio 

MET/CEP7≥2 (nombre de copie de MET/nombre de copie du centromère du chromosome 7) 

en FISH, l’amplification de MET est mise en évidence chez 3 à 5% des patients atteints de 

CBNPC, de cancers gastriques, de carcinomes hépatocellulaires, de carcinomes 

nasopharyngés ou de tumeurs gliales. Dans la plupart des cas, l'amplification MET est 

corrélée à un fort niveau d’expression protéique du récepteur ainsi qu’à un mauvais 

pronostic (Seongyeol Park et al. 2015; Pyo, Kang, and Cho 2016; Yingqin Li et al. 2015; Burel-

Vandenbos et al. 2017; Kondo et al. 2013; K. Wang et al. 2013). Dans le cancer gastrique, par 

exemple, les tumeurs MET amplifiées présentent une survie globale plus courte que celles 

ne présentant pas cette altération (Catenacci et al. 2017). Dans les carcinomes du sein, 
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l'amplification du gène MET est associée à un risque accru de récidive à distance chez les 

patients traités par chimiothérapie (Veenstra et al. 2016). Enfin dans les gliomes, 

l'amplification du gène MET est associée à l'agressivité du gliome, et ne se retrouve que dans 

les tumeurs de grade IV (Kwak et al. 2015). 

d. Les mutations de MET 

i. Mutations du domaine kinase de MET 

Les mutations activatrices du domaine kinase de MET ont pour la première fois été 

décrites dans les carcinomes papillaires rénaux sporadiques et héréditaires (L. Schmidt et al. 

1997). Il s’agit de mutations faux sens du domaine kinase (M1149T, V1206L, V1238L, 

D1246N, D1246H, Y1228C et M1268T) situées à proximité des résidus tyrosine Y1234 et 

Y1235 (L. Schmidt et al. 1997, 1998; Durinck et al. 2015). Ce type de mutations a également 

été rapporté dans les carcinomes hépatocellulaires infantiles (M1268I) (W. S. Park et al. 

1999) et dans les cancers avancés de la tête et du cou (Y1253D) (Aebersold et al. 2003; 

Ghadjar et al. 2009). In vitro, ces altérations entrainent généralement une activation 

constitutive de MET et favorisent la transformation des cellules fibroblastiques en cellules 

cancéreuses (Jeffers et al. 1997). Cependant, il semble que pour certaines de ces mutations 

une stimulation par l’HGF soit nécessaire au processus de transformation cancéreuse 

(Michieli et al. 1999). Par ailleurs, certaines mutations (M1268T et D1246N) affectent non 

seulement l’activité du récepteur mais aussi son trafic intracellulaire en favorisant son 

recyclage à la membrane plasmique (Joffre et al. 2011). L'implication de ces mutations dans 

la tumorigenèse a été confirmée par des modèles murins de souris knock-in exprimant une 

version mutée du récepteur MET (D1226N, Y1228C, M1248T, M1248T/L1193V) (C. Graveel 

et al. 2004a; C. R. Graveel, London, and Vande Woude 2005). En effet, des processus 

néoplasiques ont été observés dans ces différentes lignées murines. Néanmoins le type de 

tumeur obtenue n’était pas le même pour toutes les mutations. Par exemple, les souris 

présentant la mutation MET 1248T ont développé des tumeurs associant des carcinomes et 

des lymphomes, tandis que les souris présentant les mutations D1226N, Y1228C et 

M1248T/L1193V ont développé principalement des sarcomes et des lymphomes (C. Graveel 

et al. 2004b). Chez l’homme, l’efficacité des inhibiteurs de MET sur les tumeurs porteuses de 

ce type d’altération est encore incertaine. Un essai clinique de phase II évaluant l'efficacité 
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du foretinib, un ITK multi-cibles de MET et de VEGFR, chez des patients atteints de cancer 

papillaire rénal, avec ou sans mutations germinales du domaine kinase de MET a mis en 

évidence un taux de réponse de 50% chez les patients porteurs de mutations germinales 

contre 8.8% chez les patients ne présentant pas ces altérations. Ceci suggère que les 

mutations germinales du domaine kinase de MET pourraient être prédictives d'une réponse 

à un inhibiteur de MET (Choueiri et al. 2013).  

ii. Mutations du domaine extracellulaire et du domaine juxtamembranaire de 
MET 

Plusieurs mutations du domaine extracellulaire de MET, comme la substitution 

N375S, ont été décrites dans les cancers du poumon et sont principalement localisées au 

sein du domaine SEMA de MET (P. C. Ma et al. 2003, 2008). Cependant, leurs conséquences 

fonctionnelles sont encore mal connues et controversées. Ainsi, la mutation N375S existe au 

niveau germinal dans la population asiatique, et ne semble pas augmenter le risque de 

cancer (Shieh et al. 2013). Elle pourrait donc correspondre à un simple polymorphisme. 

D'autres mutations du récepteur affectent le domaine juxtamembranaire, comme les 

substitutions R970C, P991S et T992I. Elles ont été décrites dans 3 à 10% des cancers du 

poumon (Krishnaswamy et al. 2009; Tyner et al. 2010; Boland et al. 2013). Plusieurs études 

pré-cliniques ont démontré qu’elles favorisent la croissance tumorale sans pour autant 

induire une activation du domaine kinase de MET (J. H. Lee et al. 2000; Tyner et al. 2010; P. 

C. Ma et al. 2003). Du fait de l’absence d’activation du domaine kinase de MET induite par 

ces mutations, leur rôle reste controversé. Par ailleurs, elles ont également été mises en 

évidence au niveau germinal et pourraient donc correspondre à de simples polymorphismes 

(J. H. Lee et al. 2000).  

iii. Mutations des sites d’épissage de l’exon 14 de MET 

Ces mutations sont responsables d’un épissage alternatif entrainant un saut de l’exon 

14 de MET. Leurs caractéristiques et leurs conséquences biologiques sont détaillées dans 

l’article 3 de la partie travaux personnels. 
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e. Les fusions de MET 

Comme évoqué précédemment, le récepteur MET a été découvert en 1984 dans la 

lignée cellulaire d'ostéosarcome humain HOS, traitée par un composé chimique carcinogène 

le N-méthyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine. Ces cellules présentaient un réarrangement 

chromosomique conduisant à la fusion d’une partie du gène TPR avec celui de MET. La 

protéine chimérique résultante, TPR-MET, contient le domaine kinase de MET amputé de 

son domaine de régulation négatif juxtamembranaire (Cooper et al. 1984; Vigna et al. 1999). 

La partie TPR de cette protéine de fusion, comprend un motif induisant sa dimérisation 

constitutive et conduisant ainsi à l'activation du domaine kinase de la partie MET. Bien que 

cette protéine de fusion soit responsable d’une transformation cellulaire in vitro et de la 

formation de tumeurs chez la souris (P. Peschard and Park 2007), la fusion TPR-MET n’a pas 

été retrouvée dans les tumeurs humaines (Heideman et al. 2001). 

En 2014, grâce au séquençage à haut débit de l'ARN tumoral, diverses fusions de MET 

ont été décrites dans plusieurs types de cancers. Ainsi, quatre réarrangements impliquant le 

gène PTPRZ1 (receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta) et le gène MET ont été 

décrits dans les glioblastomes suite au séquençage de l'ARN tumoral de 272 patients (Bao et 

al. 2014). Les fusions PTPRZ1-MET présentent la particularité de préserver la totalité de la 

séquence du récepteur MET. Elles sont responsables d’une augmentation de l'expression et 

de la phosphorylation du récepteur MET (H.-M. Chen et al. 2015). Par ailleurs, le traitement 

par un ITK MET, le crizotinib, d’un patient pédiatrique atteint d’un glioblastome présentant 

une fusion PTPRZ1-MET a permis d’obtenir une diminution transitoire des lésions tumorales 

(International Cancer Genome Consortium PedBrain Tumor Project 2016). De plus, dans les 

glioblastomes pédiatriques, deux fusions supplémentaires ont été découvertes, impliquant 

le gène CLIP2 et le gène TFG (TRK-fused gene). Les deux protéines chimériques résultantes 

ont une structure proche de la fusion TPR-MET à l'origine de la découverte MET, puisqu'elles 

contiennent le domaine MET kinase et excluent le domaine de régulation négative 

juxtamembranaire (International Cancer Genome Consortium PedBrain Tumor Project 2016). 

Dans le mélanome, des fusions de MET présentant également une structure analogue à TPR-

MET ont également été identifiées avec divers partenaires N-terminaux (TRIM4, ZKSCAN1, 

PPFIBP1, LRRFIP1, EPS15, DCTN1). In vitro, les fusions TRIM4-MET et ZKSCAN1-MET sont 

responsables de la synthèse de protéines chimériques constitutivement phosphorylées et 
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induisent la formation de tumeurs dans des modèles animaux de xénogreffe (Yeh et al. 

2015). Enfin, le cas clinique d’un patient atteint d’un adénocarcinome pulmonaire 

présentant une fusion HLA-DRB1-MET a récemment été rapporté. A nouveau de manière 

similaire à la fusion TPR-MET, la protéine chimérique HLA-DRB1-MET inclut le domaine 

kinase de MET sans la séquence régulatrice juxtamembranaire. Le traitement de ce patient 

par crizotinib a conduit à une réponse tumorale majeure sur 8 mois (Davies et al. 2017). Au 

total, diverses fusions MET ont été décrites dans au moins trois types de cancers et deux cas 

de réponse à un inhibiteur de MET chez des patients présentant des fusions MET ont été 

rapportés. Ces résultats suggèrent que de telles fusions peuvent créer une situation 

d’addiction oncogénique accessible à un traitement inhibiteur de MET. 

II. MET et les cancers bronchiques non à petites cellules EGFR muté 

 

1) Epidémiologie des cancers pulmonaires 

 
Le cancer pulmonaire est la première cause de mortalité par cancer en France et dans 

le monde. Avec 1.8 million de nouveaux cas par an, il s’agit du premier cancer en terme 

d’incidence au niveau mondial (Torre et al. 2015). Les principaux facteurs de risque à 

l'origine de cette pathologie sont l'exposition au tabac, à l'amiante, et dans une moindre 

mesure, aux métaux lourds, aux radiations ionisantes et aux polluants atmosphériques 

(Alberg et al. 2013). 87% des cancers pulmonaires sont des cancers bronchiques non à 

petites cellules (CBNPC) (DeSantis et al. 2014). A un stade métastatique le pronostic de ces 

cancers reste sombre avec seulement 4% de patients en vie à 5 ans (Siegel et al. 2012). 

Néanmoins, l’identification d’altérations moléculaires à l’origine de la survenue du processus 

tumoral a conduit au développement de thérapies ciblées qui ont démontré leur efficacité et 

augmenté l’espérance de vie de certains patients. Le meilleur exemple de cette approche 

thérapeutique est représenté par les ITK du récepteur de l’Epidermal Growth Factor (EGFR) 

dans le traitement des CBNPC porteurs d’une mutation EGFR.  
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2) L’EGFR et la découverte de ses mutations dans les cancers bronchiques non à petites 
cellules 

 
L’EGFR (aussi appelé HER1) est un RTK appartenant à la famille ERBB, elle-même 

composée de 4 membres (HER ou ERBB 1 à 4) (Yosef Yarden and Pines 2012). Le gène de 

l’EGFR est situé sur le bras court du chromosome 7 (7p11) et code pour une protéine de 

1186, constituée d’un domaine extracellulaire subdivisé en 4 sous domaines, d’une hélice 

transmembranaire et d’un domaine intracellulaire porteur de l’activité kinase (Figure 6). 

 

Figure 6 : Représentation schématique des différents domaines fonctionnels de l’EGFR 

(adapté de (Lemmon, Schlessinger, and Ferguson 2014). 
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 L’EGFR est capable de lier 7 ligands différents qui partagent tous un domaine EGF-

like permettant leur fixation au récepteur (Harris, Chung, and Coffey 2003; Schneider and 

Wolf 2009). Il s’agit de l’EGF, du TGF-α, de la bétacelluline (BTC), de l’HB-EGF, de 

l’amphiréguline (aussi appelé ARG), de l’épiréguline (aussi appelée EPR), et de l’EGN. La 

fixation de l’un des ligands sur les sous domaines extracellulaires I et III d’EGFR induit son 

homo-dimérisation ou son hétéro-dimérisation avec ERBB2, ERBB3 ou ERBB4 (Y. Yarden and 

Sliwkowski 2001; Ferguson et al. 2000). Ceci entraine l’activation du récepteur et la 

phosphorylation des résidus tyrosine de la queue C-terminale. Les tyrosines phosphorylées 

servent alors de site d’ancrage multi-substrats pour des protéines de signalisation porteuses 

d’un domaine de reconnaissance SH2 (Lemmon, Schlessinger, and Ferguson 2014). Plusieurs 

voies de signalisation d’aval sont enfin activées dont la voie PI3K/AKT et RAS/MAPK 

induisant ainsi des réponses de prolifération et de survie cellulaire. L’activité d’EGFR est 

nécessaire au développement embryonnaire de différents organes dont la peau, les yeux, le 

cœur, le système nerveux, et les os (Sibilia et al. 2007).  

Dans les cancers pulmonaires, les mutations activatrices d’EGFR ont été découvertes 

simultanément par deux équipes en 2004 (Lynch et al. 2004; Paez et al. 2004). Il s’agit de 

mutations survenant exclusivement dans le domaine tyrosine kinase d’EGFR, codé par les 

exons 18 à 21 (Johnson and Jänne 2005). Deux de ces altérations représentent 90% de 

l’ensemble des mutations d’EGFR : les délétions dans l’exon 19, et la substitution L858R dans 

l’exon 21. Les autres altérations décrites sont des mutations dans l’exon 18 (substitution 

G719X, 3%), l’exon 20 (substitution T790M, 2%), l’exon 21 (substitution L861Q, 2%) et des 

insertions dans l’exon 20 (5%). Les mutations d’EGFR sont en règle générale mutuellement 

exclusives de la présence d’altérations dans d’autres oncogènes comme ALK, KRAS, ERBB2, 

ou BRAF (Cancer Genome Atlas Research Network 2014; Gainor et al. 2013). Elles ont pour 

conséquence une activation constitutive de la kinase d’EGFR, indépendante de la liaison de 

son ligand. Ceci induit une activation des voies de signalisation sous-jacentes, PI3K-AKT et 

RAS-MAPK, aboutissant à un signal excessif et incontrôlé de survie et de prolifération 

cellulaire, à l’origine du phénotype transformant et de la croissance tumorale. Parallèlement, 

la présence d’une mutation d’EGFR est généralement associée à un phénomène de talon 

d’Achille : la perte d’expression ou l’inhibition de l’activité kinase d’EGFR entrainent une 

inhibition des voies sous-jacentes, un arrêt de la prolifération cellulaire et une fonte 

tumorale.  
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3) Caractéristiques cliniques des cancers bronchiques non à petites cellules EGFR mutés 

 
En France, les mutations d’EGFR sont détectées chez 11% des patients atteints de 

CBNPC (Barlesi et al. 2016). Elles sont retrouvées presque exclusivement dans les tumeurs 

de type non épidermoïdes et observées plus fréquemment chez les non-fumeurs, les 

femmes, et les patients d’origine asiatique. Cependant, ces critères cliniques ne sont pas 

suffisamment prédictifs de la présence d’une mutation d’EGFR. Par exemple, écarter les 

hommes et les fumeurs d’une recherche systématique de mutation d’EGFR conduirait à 

manquer plus de 57% des patients porteurs d’une mutation du récepteur (D’Angelo et al. 

2011). C’est pourquoi une recherche systématique de mutation d’EGFR est recommandée 

dans les CBNPC non épidermoïdes avancés quel que soit le statut tabagique, le sexe ou 

l’origine ethnique du patient (Novello et al. 2016). 

 

4) Traitement des cancers bronchiques non à petites cellules EGFR mutés métastatiques 

 
Quatre inhibiteurs d’EGFR, le géfitinib, l’erlotinib, l’afatinib et l’osimertinib possèdent 

une autorisation de mise sur le marché (AMM) dans le traitement des CBNPC EGFR mutés 

métastatiques. Les deux premiers sont des inhibiteurs spécifiques d’EGFR, dits de première 

génération, qui se fixent de façon réversible à l’EGFR muté. Ils disposent d’une AMM dans 

les CBNPC EGFR mutés quelle que soit la ligne de traitement. L’afatinib est un ITK EGFR dit 

de deuxième génération, qui se distingue du géfitinib ou de l’erlotinib de 2 manières : d’une 

part, il s’agit d’un inhibiteur « pan-HER », c’est-à-dire capable d’inhiber l’activité kinase de 

tous les membres de la famille HER. D’autre part, il s’agit d’un ITK irréversible capable de se 

lier au récepteur EGFR de façon définitive par une liaison covalente (Riely 2008). Il possède 

une AMM dans le traitement des patients atteints d’un CBNPC EGFR muté métastatique naïf 

de traitement par un ITK EGFR. Enfin, l’osimertinib est un ITK EGFR dit de 3ème génération, 

irréversible, qui se distingue par sa capacité à inhiber le récepteur EGFR y compris en 

présence d’une mutation T790M, altération sur laquelle les inhibiteurs de première et 

deuxième génération sont inefficaces (W. Zhou et al. 2009). L’osimertinib possède une AMM 
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dans le traitement des patients atteints d’un CBNPC EGFR muté et pour lesquels une 

mutation T790M a été mise en évidence. 

Plusieurs études de phase III ont démontré la supériorité en première ligne des ITK 

EGFR de première et deuxième génération sur la chimiothérapie à base de sel de platine 

dans les CBNPC EGFR mutés. Elles ont notamment toutes mis en évidence un bénéfice en 

termes de taux de réponse (environ 60-70%), et de survie sans progression (SSP), avec une 

médiane de 9-13 mois (Tableau 1). Aucune de ces études n’a mis en évidence de bénéfice en 

termes de survie globale. Cette absence de bénéfice pourrait être expliquée par le taux 

important de cross-over, permettant aux patients du bras « chimiothérapie » de bénéficier 

d’un ITK EGFR en 2ème ligne ou au-delà. La médiane de survie globale dans toutes ces études 

atteint néanmoins 20 à 30 mois, bien au-delà des médianes observées avec la 

chimiothérapie dans les séries historiques.  

 
 
 
 
Tableau 1 : Résultats des essais de phase 3 comparant la chimiothérapie aux ITK EGFR en 
première ligne (adapté de (Cortot and Jänne 2014)) 
 
 

Auteurs  
Zone 

géographique 
ITK EGFR 

Taux de réponse (%) 
ITK/chimiothérapie 

SSP médiane 
ITK (mois) 

SSP Hasard 
Ratio, IC95% 

Survie globale 
médiane ITK 

(mois) 

Mok (Mok et al. 
2009) 

Asie Géfitinib 71/47 9,5 0,48 (0,36 - 0,64) 21,6 

Mistudomi 
(Mitsudomi et 

al. 2010) 
Asie Géfitinib 62/32 9,2 

0,49 (0,34 – 
0,71) 

36 

Maemondo 
(Maemondo et 

al. 2010)  
Asie Géfitinib 74/31 10,4 

0,30 (0,22 – 
0.41) 

30,5 

Zhou (C. Zhou et 
al. 2011) 

Asie Erlotinib 83/36 13,1 
0,16 (0,10 – 

0,26) 
22,7 

Rosell (Rosell et 
al. 2012) 

Europe Erlotinib 58/15 9,7 
0,37 (0,25 – 

0,52) 
22,9 

Yang (J. C.-H. 
Yang et al. 2015) 

Asie/Europe Afatinib 56/23 11,1 0,58 (0,43 - 0,78) 31,6 

Wu (Wu et al. 
2014) 

Asie Afatinib 66,9/23 11 0,28 (0,20 - 0,39) 23,6 
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5) Résistance aux ITK EGFR : mécanismes et traitement 

 
Tous les patients répondeurs ou contrôlés par ITK EGFR présenteront une 

progression tumorale, qui survient généralement 9 à 12 mois après l’instauration du 

traitement. On distingue la résistance primaire survenant avant le 3ème mois de traitement 

par ITK EGFR, de la résistance secondaire ou acquise qui apparait plus tardivement et qui 

représente 90% des cas de résistance. Plusieurs facteurs peuvent expliquer la résistance 

primaire : la non-observance du traitement, l’altération du métabolisme de l’ITK EGFR 

notamment du fait d’un tabagisme actif ou d’un traitement interférant avec le cytochrome 

P450 (y compris la phytothérapie), la présence d’une mutation de résistance aux ITK-EGFR 

(insertion exon 20, mutation T790M), ou l’existence d’autres altérations oncogéniques 

(polymorphisme de BIM, perte de PTEN, mutation PIK3CA) (Chong and Jänne 2013; Eck and 

Yun 2010; De Pas et al. 2011; Costa et al. 2014). Il est à noter que les lésions osseuses 

ostéocondensantes hypermétaboliques apparaissant sous ITK-EGFR sont le reflet d’une 

réaction ostéoblastique et ne doivent pas être considérées comme une progression mais 

comme une réponse aux ITK-EGFR (Pluquet et al. 2010). 

 La résistance acquise a été définie par Jackman selon les critères suivants (Jackman 

et al. 2010) : 

- Traitement par ITK EGFR en monothérapie pendant au moins 1 mois 

- Présence d’une mutation activatrice d’EGFR ou bénéfice clinique objectif (>6 

mois) sous ITK EGFR 

- Progression tumorale (définie selon les critères RECIST (Eisenhauer et al. 

2009)), apparaissant sous traitement ou dans un délai de 30 jours après l’arrêt du traitement 

par ITK EGFR.  

Les mécanismes à l’origine d’une résistance secondaire sont bien identifiés, et 

doivent être recherchés sur une nouvelle biopsie tumorale pratiquée lors de la progression 

sous ITK EGFR. Ils sont divisés en 3 grandes catégories (Cortot and Jänne 2014; Chong and 

Jänne 2013) : 

- l’acquisition de la mutation d’EGFR T790M survenant en cis de la mutation EGFR initiale 

dans 50-60% des cas de résistance et diminuant l’affinité du récepteur pour les ITK EGFR de 

première et deuxième génération (Oxnard et al. 2011; W. Zhou et al. 2009; Cross et al. 2014). 
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- l’activation d’autres récepteurs tyrosine kinase comme MET, HER2, IGF1R, ou AXL, dans 20 

à 40% des cas de résistance, ce qui  permet un maintien de l’activation des voies de 

signalisation PI3K/AKT et RAS/MAPK malgré l’ITK EGFR (Engelman et al. 2007; Takezawa et al. 

2012; Peled et al. 2013; Z. Zhang et al. 2012) 

- la transformation histologique dans 2-10% des cas de résistance qui inclut les phénomènes 

de transition épithélio-mésenchymateuse et de transdifférenciation (transformation d’une 

histologie de type adénocarcinome en carcinome bronchique à petites cellules) (Sequist et al. 

2011). 

 Des innovations techniques récentes ont permis de montrer la pré-existence de 

certains mécanismes de résistance acquise au sein d’une population tumorale naïve de tout 

traitement. Ainsi, Turke et al ont constaté en analysant, par FISH à haut débit, plus de 4200 

cellules de la lignée HCC827 dérivée d’un CBNPC EGFR muté, la pré-existence de 0.14 % de 

cellules porteuses d’une amplification de MET avant le traitement par ITK EGFR (Turke et al. 

2010). Cette hétérogénéité tumorale a récemment été modélisée à l’aide de la technique du 

Crispr-Cas9 barcoding (Guernet et al. 2016). Cette technique permet l’introduction, dans le 

génome d’une partie des cellules, d’une mutation spécifique d’intérêt (par exemple la 

mutation T790M) associée à un barcode, constitué d’une mutation silencieuse, permettant 

le suivi de la sous-population mutée. Les auteurs ont ainsi pu mettre en évidence la pression 

de sélection exercée par un traitement par ITK EGFR à l’origine de l’émergence  d’une sous-

population résistante au traitement. 

La survenue de la mutation T790M, et la transformation histologique en cancer 

bronchique à petites cellules sont les seuls mécanismes qui conduisent actuellement à des 

prises en charge spécifiques hors essais cliniques. En effet, en cas de mise en évidence d’une 

mutation T790M, il est possible de proposer un traitement par osimertinib, ITK EGFR de 

troisième génération actif sur cette altération. Le taux de réponse tumorale attendu dans 

cette indication est alors d’environ 60% (Jänne et al. 2015). La transformation en cancer 

bronchique à petites cellules, nécessite quant à elle, l’initiation d’une chimiothérapie 

adaptée à ce type histologique (Sequist et al. 2011). La recherche du mécanisme de 

résistance est donc un élément fondamental dans la prise en charge de la progression sous 

ITK EGFR. La recherche de la mutation T790M sur l’ADN tumoral circulant dans le plasma de 

patients progressant sous ITK EGFR, est ainsi recommandée en première intention. En cas de 

négativité, une nouvelle biopsie tumorale doit être systématiquement envisagée, lorsque 



 45 

cela est possible (Novello et al. 2016). En l’absence de mécanisme de résistance accessible à 

un traitement spécifique, la seule stratégie validée actuellement est la chimiothérapie à base 

de sels de platine. 

6) Le récepteur MET dans la résistance aux inhibiteurs d’EGFR 

 
Le récepteur MET est impliqué dans la résistance aux ITK EGFR dans les CBNPC EGFR 

mutés à travers deux mécanismes de dérégulation : la sécrétion de son ligand l’HGF d’une 

part et son amplification génique d’autre part. Concernant la sécrétion d’HGF, il a été 

montré dans des modèles pré-cliniques in vitro et in vivo que l’activation de MET par l’HGF 

permettait d’induire une résistance aux ITK EGFR en maintenant actives les voies de 

signalisation MAPK/AKT et PI3K/AKT via la phosphorylation de GAB1 (Yano et al. 2008; Turke 

et al. 2010). Par ailleurs, il a été mis en évidence une forte expression d’HGF chez 60% des 

patients présentant une résistance acquise à l’ITK EGFR et 24% des patients présentant une 

résistance primaire (Yano et al. 2011).   

Concernant l’amplification de MET, il a été montré que cette altération engendre un 

maintien de l’activation de la voie PI3K/AKT via la phosphorylation de ERBB3 malgré le 

traitement par ITK EGFR et conduit à la progression tumorale (Engelman et al. 2007). 

Plusieurs études portant sur des cohortes de patients rebiopsiés ont permis d’estimer que 

l’amplification de MET (mise en évidence par FISH, PCR, ou CGH) est impliquée dans 5 à 22% 

des cas de résistance aux ITK EGFR de première génération (Tableau 2). Cependant, compte 

tenu du faible nombre de patients présentant une amplification de MET dans ces études, les 

caractéristiques cliniques et le pronostic de ces patients restent encore mal connus. Par 

ailleurs, si des données précliniques montrent qu’un traitement associant un inhibiteur de 

MET à l’ITK EGFR permet de surmonter la résistance in vitro et in vivo, l’attitude 

thérapeutique à adopter chez les patients avec une amplification de MET à la résistance au 

ITK EGFR n’est pas encore définie. En effet, seuls quelques cas isolés de patients progressant 

sous ITK EGFR avec une amplification de MET traités par inhibiteur de MET ont jusqu’à 

maintenant été rapportés (Yoshimura et al. 2017; Ou, Agarwal, and Ali 2016; Y. Q. Li et al. 

2017). Les conséquences de l’amplification de MET sur le phénotype tumoral et le pronostic 

des patients atteints d’un CBNPC EGFR muté lors de la résistance au ITK EGFR sont encore 

inconnues.  
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Tableau 2 : Etudes évaluant la fréquence de l’amplification de MET lors la résistance aux 
ITK EGFR dans les CBNPC EGFR mutés. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Auteurs 
Nombre de 

patients rebiopsiés 
Méthodologie 

Nombre de patients chez 

qui l’amplification de MET a 

été recherchée 

Nombre de patients EGFR 

mutés MET amplifiés à la 

résistance 

Fréquence 

(Bean et al. 

2007) 
43 rétrospective 43 9 21% 

(Engelman et 

al. 2007) 
18 rétrospective 18 4 22% 

(Arcila et al. 

2011) 
121 prospective 37 4 11% 

(Sequist et al. 

2011) 
37 rétrospective 37 2 5% 

(Oxnard et al. 

2013) 
93 prospective 38 4 11% 

(H. A. Yu et al. 

2013) 
155 prospective 75 4 5% 

(Ji et al. 2013) 26 rétrospective 26 3 12% 

(Noro et al. 

2015) 
9 Non précisée 9 1 10% 
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III. Objectifs 

La dérégulation de la voie HGF/MET représente une cible thérapeutique majeure dans la 

prise en charge des CBNPC.  

Dans le contexte des CBNPC avec mutation EGFR, l’activation de MET est actuellement 

considérée comme un simple moyen de maintenir la prolifération cellulaire en présence de 

l’ITK EGFR. Les conséquences de la survenue d’une amplification de MET, comme 

mécanisme de résistance à l’ITK EGFR, tant sur le phénotype tumoral que sur le pronostic 

des patients sont inconnues. Or le récepteur MET est impliqué dans de nombreux processus 

biologiques pouvant favoriser l’agressivité tumorale. Les objectifs de ce travail sont : 

 

- de décrire dans une étude clinique de cohorte rétrospective les caractéristiques 

cliniques et le pronostic de patients présentant un CBNPC EGFR muté résistant aux 

ITK EGFR avec une amplification de MET ou une forte surexpression de MET (Article 

1 : Outcome of EGFR-mutated NSCLC patients with MET-driven resistance to EGFR 

tyrosine kinase inhibitors). 

- de déterminer par une étude pré-clinique si la survenue d’une amplification de MET 

dans une lignée de CBNPC EGFR-muté, induit au niveau cellulaire un phénotype 

tumoral plus agressif (Article 2 : Resistance through MET amplification in EGFR 

mutated NSCLC promotes epithelium to mesenchyme transition and metastasis). 

Dans le contexte des CBNPC avec mutation des sites d’épissage de l’exon 14 de MET 

récemment décrits, le ciblage thérapeutique de MET semble particulièrement encourageant. 

Plusieurs cas de réponse aux inhibiteurs de MET, chez des patients atteints de CBNPC et 

présentant de telles altérations ont de plus été décrits. La physiopathologie et les 

conséquences fonctionnelles de ces mutations sont toutefois très différentes des mutations 

survenant dans le domaine kinase des RTK. Une synthèse de la littérature concernant ces 

altérations a donc été réalisée au cours de ce travail de thèse (Article 3 : Les mutations des 

sites d’épissage de l’exon 14 de MET). 
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Etude des caractéristiques cliniques et du pronostic des patients atteints d’un cancer bronchique 

non à petites cellules EGFR muté résistant aux inhibiteurs de tyrosine kinase d’EGFR avec une 

surexpression ou une amplification de MET 

 

Contexte :  

Plusieurs mécanismes de résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) de l’EGFR ont été décrits, 

comme la mutation T790M ou l’amplification de MET. Alors que la mutation T790M est associée à 

une meilleure survie et une sensibilité aux ITK EGFR de troisième génération, peu de données sont 

disponibles sur les caractéristiques et le pronostic des patients présentant une résistance ITK EGFR 

secondaire à la surexpression ou à l’amplification de MET. 

 

Méthodes 

Les patients issus de 15 centres avec un CBNPC EGFR muté métastatique, présentant une forte 

surexpression de MET en immunohistochimie (score 3+) ou une amplification de MET en FISH sur 

une re-biopsie réalisée après la progression sous TKI EGFR ont été inclus dans cette étude. Les 

données cliniques et moléculaires ont été analysées rétrospectivement. 

 

Résultats 

Quarante deux patients ont été inclus. L’âge médian était de 65 ans. Une majorité de patients était 

des femmes (67%) et des non fumeurs (71%). Plus de 90% des mutations EGFR détectées sur la 

biopsie initiale étaient des délétions de l’exon 19 ou des substitutions L858R. Les médianes de survie 

globale et de survie post-progression sous TKI EGFR étaient respectivement de 36,2 mois [IC95% 

27,3-66,5] et de 18,5 mois [IC95% 10,6-27,4] pour l’ensemble des patients inclus. 19 des 36 patients 

ayant eu une FISH sur la rebiopsie réalisée après progression sous TKI EGFR présentaient une  

amplification de MET. Une mutation T790M a été retrouvée chez 11 patients après l’initiation du TKI 

EGFR. Un traitement par inhibiteur de MET a été initié chez 19 patients. Une seule réponse objective 

a été observée parmi les 12 patients évaluables traités par inhibiteur de MET en monothérapie, et 

une autre parmi les 2 patients évaluables traités par un inhibiteur de MET associé à un inhibiteur 

d’EGFR. 

  

Conclusion 

Les caractéristiques cliniques et le pronostic des patients atteints d’un CBNPC EGFR muté résistant 

aux ITK EGFR avec une surexpression ou une amplification de MET sont comparables à celles de 

l’ensemble des CBNPC EGFR mutés. Le traitement de ces patients par inhibiteur de MET en 

monothérapie est peu efficace avec un faible taux de réponse tumorale. La détection d’une 

surexpression de MET ou d’une amplification de MET n’est pas exclusive de la mutation T790M. 
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Abstract 

Background 

Several mechanisms of acquired resistance to EGFR tyrosine kinase inhibitors (TKIs) in EGFR-mutated 

NSCLC have been described including the T790M mutation and MET amplification. Whereas T790M 

mutation confers prolonged survival and sensitivity to 3rd generation TKIs, data are lacking on clinical 

features and outcome of MET-driven resistant EGFR-mutated NSCLC patients. 

Methods 

Patients with metastatic EGFR-mutated NSCLC displaying high MET overexpression or MET 

amplification, detected on a biopsy performed after progression on EGFR TKI, were identified in 15 

centers. Clinical and molecular data were retrospectively collected. 

Results 

Forty two patients were included. The median overall survival (OS), and the median post EGFR TKI 

progression overall survival (PPOS) were 36.2 months [95%CI 27.3-66.5] and 18.5 months [95%CI 

10.6-27.4] respectively. Nineteen out of 36 tumors tested for MET FISH had MET amplification. A 

T790M mutation was found in 11/41 (26.8%) patients. T790M-positive patients had a better OS than 

T790M-negative patients (p=0.0224). Nineteen patients received a MET TKI. Objective response was 

reported in 1 out of 12 evaluable patients treated with a MET inhibitor as a single agent and in 1 of 2 

patients treated with a combination of MET and EGFR TKIs.  

Conclusion 

MET-driven resistance to EGFR TKI defines a specific pattern of resistance characterized by low 

objective response rate to MET inhibitors given alone and overlapping with T790M mutations. 

Further studies are warranted to define adequate therapeutic strategies for MET-driven resistance to 

EGFR TKI. 
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Introduction 

EGFR mutations are found in 10% of non small cell lung cancer (NSCLC) in Caucasians and 

40% in Asians [1]. Treatment of advanced EGFR-mutated NSCLC patients relies on EGFR tyrosine 

kinase inhibitors (TKIs), which demonstrated superiority over chemotherapy as first-line therapy [2–

5]. However, despite initial efficacy, all the patients will eventually develop resistance to EGFR TKIs 

resulting in tumor progression [6]. The most frequent mechanism of resistance is the T790M 

mutation, a second EGFR mutation that can be successfully targeted with third generation EGFR TKIs 

which have been specifically designed to overcome T790M-driven resistance  [7,8] 

Besides T790M mutation, bypass activation of other tyrosine kinase receptors including MET 

or HER2 is the second most common mechanism of resistance to EGFR TKI. MET amplification leads 

to overexpression and constitutive activation of the receptor, thus activating the PI3K pathway and 

bypassing EGFR [9]. MET amplification has been detected in 5 to 22% of patients with an acquired 

resistance to EGFR TKI [9–14]. MET amplification is highly associated with high overexpression of 

MET in NSCLC (p<0.001) [15,16]. Moreover, high MET overexpression with a 3+ immunoscore (IHC3+) 

by immunohistochemistry was recently found in 27% of EGFR mutated NSCLC with acquired 

resistance to EGFR TKI [17]. 

Little data is available about clinical characteristics and outcome of EGFR-mutated NSCLC 

patients with MET-driven resistance to EGFR TKIs. Moreover, optimal treatment of these patients is 

still unknown. Preclinical data and case reports suggest that MET-amplified EGFR-mutated NSCLC are 

addicted to both MET and EGFR and that combination of MET and EGFR TKIs is required to overcome 

this mechanism of resistance [9,18,19].  

Whereas available data and specific treatments emerge for T790M-driven resistance in EGFR-

mutated NSCLC patients, MET-driven resistance is still an unexplored field [20–22]. In the present 
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study, we report clinical features, outcome and treatment in a series of EGFR-mutated NSCLC 

patients with MET-driven resistance to EGFR TKI. 

 

Results 

Clinico-pathological and molecular characteristics 

Forty six patients with metastatic NSCLC displaying both EGFR mutation and MET 

overexpression or MET gene amplification were retrospectively identified in 15 centers. Four patients 

were excluded : 3 had only a biopsy performed before EGFR TKI initiation, and 1 had no data 

available on the treatments received. Forty two patients were included. Re-biopsies of these patients 

had been performed from May 2011 to May 2016. 

Patient clinical characteristics are summarized in Table 1. All 42 patients were diagnosed with 

metastatic lung adenocarcinoma. Median age was 65.1 years (range 30-82.7). The majority of 

patients were women (66.7%) and never smokers (70.7%). Most of the EGFR mutations detected on 

the initial biopsy were exon 19 deletions or exon 21 L858R point mutations.  

The most frequent site of rebiopsy was the lung and re-biopsies were performed, in 90.5% of 

the cases, after the Response Evaluation Criteria in Solid Tumor (RECIST) progression on EGFR TKI, 

which was given as first or second line treatment (supplementary Table 1). The median time between 

EGFR TKI initiation and re-biopsy was 15.6 months (range 2.1-61.3).  

Among the 42 patients included in the study, 36 tumor re-biopsy samples were tested for 

MET FISH and 19 (52.8%) were found MET amplified (Figure 1). MET IHC was performed on the re-

biopsy of 36 patients and all displayed a high level of MET expression (IHC3+). Six patients had a MET 

FISH but no MET IHC on their re-biopsy and conversely 6 other patients had MET IHC and no 

interpretable MET FISH. No difference was found regarding the MET amplified status between 

patients with an EGFR exon 19 deletion or an EGFR exon 21 mutation on the initial biopsy 

(supplementary table 2). Re-biopsies of 34 patients were tested for the BRAF mutations and none 
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harbored a mutation of this oncogene. Otherwise no histological transformation in small cell lung 

cancer was reported among the 42 patients of the study.  

 

 

 

Table 1 : Patient characteristics. * : range ; ** : 1 exon 20 S768I mutation, 1 association of exon 21 L858R and K860I 

mutations, 1 association of exon 19 R761Y and exon 18 G719A mutations ; † : one missing data in total population ; TKI : 

tyrosine kinase inhibitor ; p : p value 

 Overall 

population 
  MET 

amplification 
  MET 

overexpression 

no MET 

amplification 

p   T790M+   T790M- p 

 n = 42  n = 19  n = 17   n = 11  n = 30   
Median age 

(years) 
 65,1 (30-

82,7)* 
   64,6 (30-

74,6)* 
   65,6 (38,4-

82,7)* 
0,73    56,9 

(45,2-

70,3)* 
   67,4 

(30-

82,7)* 
0,038 

Gender      0,35     0,28 
Men 14 (33,3%)  5 (26,3%)  7 (41,2%)   2 

(18,2%) 
 12 

(40%) 
 

Women 28 (66,7%)  14 (73,7%)  10 (58,8%)   9 

(81,8%) 
 18 

(60%) 
 

Smoking status†      0,45     1 
Never smoker 29 (70,7%)  12 (63,2%)  12 (75%)   8 

(72,7%) 
 20 

(69%) 
 

Former and 

current smoker 
12 (29,3%)  7 (36,8%)  4 (25%)   3 

(27,3%) 
 9 (31%)  

Stade IV 42 (100%)  19 (100%)  17 (100%)   11 

(100%) 
 30 

(100%) 
 

Adenocarcinoma 42 (100%)  19 (100%)  17 (100%)   11 

(100%) 
 30 

(100%) 
 

Initial EGFR 

mutation      0,59     0,55 
Exon 19 deletion 
or Exon 21 L858R 
mutation 

39 (92,9%)  18 (94,7%)  15 (88,2%)   11 
(100%)  27 

(90%)  
Other** 3 (7,1%)  1 (5,3%)  2 (11,8%)   0 (0%)  3 (10%)  
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Figure 1 : Flow chart of MET overexpression and MET amplification status on post EGFR TKI initiation 

sample. IHC : Immunohistochemistry ; FISH : Fluorescence In Situ Hybridization ; TKI : tyrosine kinase inhibitor 

 

 

Clinical outcome and EGFR TKI treatment characteristics 

Characteristics of initial EGFR TKI therapy are shown in Table 2. All patients received a first or 

second generation EGFR TKI. The overall response rate (ORR) was 82.1%, and the median progression 

free survival (PFS) was 11.1 months [95%CI 7.6-14.1]. In 73.2% of the cases, tumor progression 

involved a new lesion. The main site of new metastasis was the lung. 27 patients (66%) developed 

more than one progressive lesion at EGFR TKI resistance. The median post-progression overall 

survival (PPOS) and the median overall survival (OS) were respectively 18.5 months [95%CI 10.6-27.4] 

and 36.2 months [95%CI 27.3-66.5]. 

The characteristics of the EGFR TKI therapy were not significantly different according to the 

MET FISH status. No significant difference was found between patients with MET amplification and 

those with MET overexpression and no MET amplification in terms of OS (median OS : 42.8 vs. 36.2 

months p = 0.69 ; Figure 2A), PPOS (median PPOS : 13.7 vs. 23.8 months p =0.77) and PFS on EGFR 

TKI (median PFS : 10.5 vs. 10.1 months p = 0.08). There were also no significant differences between 

the patients with EGFR exon 19 deletion on the initial biopsy and the patients with EGFR exon 21 
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mutation in terms of OS (median OS : 36.2 vs. 27.3 months p = 0.33), PPOS (median PPOS 18.5 vs. 

12.6 months p = 0.91), and PFS on EGFR TKI (median PFS : 11.7 vs. 9.2 months p = 0.56). Of note only 

one patient with an EGFR exon 19 deletion received afatinib, and this drug was not used in patients 

with EGFR exon 21 mutation (supplementary table 2). 

 

Table 2 : EGFR TKI treatment characteristics. * : range ; TKI :tyrosine kinase inhibitor ; p : p value ; † : 3 missing 

data ; ‡ : one missing data 

 Overall 

population 

  MET 

amplification 

  MET 

overexpression 

no MET 

amplification 

p   T790M+   T790M- p 

 n = 42   n = 19    n = 17    n = 11  n = 30   

First EGFR TKI 

received 

          0,49         1 

Erlotinib or 

Gefinitib 

40 (95,2%)  17 (89,5%)  17 (100%)   11 

(100%) 

 28 

(93,3%) 

 

Afatinib 2 (4,76%)  2 (10,5%)  0 (0%)   0 (0%)  2 (6,7%)  

Line of the first 
EGFR TKI 
therapy 

     0,81     1 

1 29 (69%)  13 (68,4%)  11 (64,7%)   8 (72,7%)  20 

(66,7%) 

 

2 13 (31%)  6 (31,6%)  6 (35,3%)   3 (27,3%)  10 

(33,3%) 

 

Response to 

the EGFR TKI † 

     1     0,17 

Objective 
response 

32 (82,1%)  14 (77,8%)  12 (80%)   10 
(100%) 

 22 
(78,6%) 

 

Stable disease  

and 

Progression 

7 (17,9%)  4 (22,2%)  3 (20%)   0 (0%)  6 

(21,4%) 

 

Median 
duration of TKI 
EGFR therapy 
(months)‡ 

13,1 (1,4-
52,5)* 

 13,8 (4,1-
21,6)* 

 10,2 (1,4-45,4)* 0,61  14,0 (7,7-
25)* 

 10,7 
(1,4-

52,5)* 

0,51 

EGFR TKI 
progression 
involving a 
new 
metastasis ‡ 

30 (73,2%)   14 (77,8%)   12 (70,6%) 0,71   8 (80%)   22 
(73,3%) 

1 

EGFR TKI 
progression 
involving more 
than one 
progressive 
lesion ‡ 

27 (65.8%)  12 (63.2%)  11 (68.8%) 1  10 
(90,9%) 

 16 
(55.2%) 

0.065 
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Figure 2 : Overall survival according to T790M status and MET amplification status. A : Kaplan Meier 

estimates of overall survival in MET non amplified (blue) and MET amplified (red) patients. B : Kaplan 

Meier estimates of overall survival in T790M-negative (blue) and T790M-positive (red) patients.  

 

 

 

 

 



 58 

Impact of the T790M mutational status 

Eleven among the 41 patients (26.8%) tested for the T790M mutation were T790M positive. 

In 9 patients, the T790M mutation was detected in the tumor re-biopsy displaying MET 

overexpression or MET amplification. In the remaining 2 patients, the T790M mutation was detected 

in circulating free DNA in one case and in a tumor biopsy obtained before the re-biopsy displaying 

MET overexpression and MET amplification in another case. Three patients had both MET 

amplification and T790M mutation in the same sample. The T790M-positive patients were 

significantly younger than T790M-negative patients and the time between EGFR TKI initiation and re-

biopsy was significantly longer in T790M positive patients (Table 1 and Supplementary Table 1). 

T790M-positive patients had a better OS (median OS 43.1 vs. 32.2 months, p=0.0224) than 

T790M-negative patients (Figure 2B). There was also a trend to a better PPOS in T790M-positive 

patients compared to the T790M-negative patients although it did not reach statistical significance 

(median 23.8 vs. 11.0 months, p=0.075, supplementary table 3). 

 

Treatment with MET inhibitors and third generation EGFR TKI therapy 

Nineteen patients received a MET inhibitor, mostly crizotinib, including 13 MET-amplified 

patients (Table 3). The MET inhibitor was given as a monotherapy in 15 patients and in combination 

with an EGFR TKI in 4 patients. The MET inhibitor was used as 2nd or 3rd line in most of the cases. 

Objective response was reported in 1 out of 12 evaluable patients treated with a MET inhibitor as 

single agent and in 1 out of 2 evaluable patients treated with a combination of MET and EGFR 

inhibitors (Figure 3A and 3B). The MET inhibitor was stopped because of elevated liver enzymes in 2 

patients and diarrhea in one patient. Two of these patients received the MET inhibitor in 

combination with an EGFR TKI. The median times between re-biopsy and MET inhibitor initiation and 

first EGFR TKI withdrawal and MET inhibitor initiation were respectively 2.3 months and 3.1 months. 
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Ten patients received a 3rd generation EGFR TKI (Table 4) mostly osimertinib. Two partial 

responses were reported among the 5 T790M-positive evaluable patients who were treated 

following detection of MET overexpression or MET amplification. 3 patients were treated with 3rd 

generation EGFR TKI before they received a MET inhibitor.  

Table 3 : MET inhibitor tumor response. ID : identification number ; IHC : Immunochemistry ; PD : progressive 

disease ; SD : stable disease ; PR : partial response ; TKI : tyrosine kinase inhibitor ; RECIST : response evaluation criteria in 

solid tumor 

ID MET 
amplification 

IHC MET 3+ T790M MET inhibitor EGFR TKI 
in combination 

therapy 

Line RECIST 
Response 

MET  
inhibitor 

status 
Duration of 

MET inhibitor 
(days) 

1 - + - crizotinib gefitinib 2 - stopped 
(toxicity) 10 

2 + + - crizotinib - 
 

5 PD stopped 
(PD) 37 

4 +  - crizotinib - 4 - stopped 
(patient’s 
decision) 

2 

5 +  + crizotinib - 5 SD ongoing 107 
6 + + - crizotinib - 2 SD ongoing 15 
7 + + - crizotinib - 3 PD stopped 

(PD) 20 
9 + + - crizotinib - 2 - stopped 

(toxicity) 9 
10 + + - crizotinib - 3 PD stopped 

(PD) 59 
12 - + - other other 2 SD ongoing 49 
14 +  - crizotinib - 2 SD ongoing 42 
18 +  + crizotinib - 4 SD stopped 

(PD) 111 
19 + +  crizotinib - 4 PD stopped 

(PD) 55 
20 - + - other - 6 SD stopped 

(PD) 119 
25 +  - crizotinib - 2 PR ongoing 41 
32 - + - other - 3 PD stopped 

(PD) 22 
37 + + - other other 3 PR stopped 

(PD) 145 
42 - + - crizotinib - 6 SD stopped 

(PD) 60 
43  + - crizotinib geftinib 4 - stopped 

(toxicity) 28 
45 + + + crizotinib - 4 - ongoing 15 
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Figure 3 Duration of treatment with MET inhibitors. A : Patients treated with a MET inhibitor as a 

single agent ; B : Patients treated with a MET inhibitor in combination with an EGFR TKI. ID : 

identification number, Red: progressive disease as best response according to RECIST criteria ; Orange : stable disease as 

best response according to RECIST criteria ; Green : partial response as best response according to RECIST criteria, White : no 

tumor response evaluation available ; Arrow indicates that the MET inhibitor therapy is still ongoing. 
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Table 4 : Third generation EGFR TKI tumor response. ID : identification number ; IHC : Immunochemistry ; TKI : 

tyrosine kinase inhibitor ; RECIST : response evaluation criteria in solid tumor ; 3rd G EGFR TKI : Third Generation EGFRTKI  

ID MET 
amplification 

IHC 
MET 3+ 

T790M Re-biopsy 
performed 

before 3
rd

 G 
EFGR TKI therapy 

3
rd

 G EFGR 
TKI 

Line  RECIST 
Response 3

rd
 G 

EFGR  
TKI  status 

Duration 

of 3
rd

 G 
EFGR TKI  

(days) 
5 +  + + osimertinib 3 PD stopped 

(PD) 
48 

16 - + + + other 2 PR stopped 

(toxicity) 
56 

18 +  + + osimertinib 5 PD stopped 

(PD) 
80 

20 - + - + osimertinib 5 PR stopped 

(PD) 
157 

22  + + + osimertinib 2 PR ongoing 315 
26 - + + + osimertinib 3 PD stopped 

(PD) 
84 

27  + + + osimertinib 4 - ongoing 15 
28 + + + + osimertinib 2 - ongoing 18 
45 + + + - osimertinib 3 SD stopped 

(PD) 
288 

46 + + + - osimertinib 4 PR ongoing 277 
 

 

Discussion 

Bypass activation of tyrosine kinase receptors is a well described mechanism of resistance to 

EGFR TKIs in EGFR-mutated NSCLC. MET-driven resistance has been reported in up to 22% of patients 

with acquired resistance to EGFR TKIs [9]. Still, although the biological basis of this mechanism of 

resistance has been extensively studied, there is very little data on the clinical characteristics and 

outcome of patients with MET-driven acquired resistance to EGFR TKIs. In this multicenter 

retrospective study, we report for the first time clinical features, response to MET inhibitors and 

outcome of 42 metastatic EGFR-mutated NSCLC patients with MET amplification or MET 

overexpression, as assessed on a post-progression re-biopsy. Because of the very low number of 

patients with MET-driven resistance to EGFR TKIs, we performed a multicentric retrospective study. 
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Therefore, we could not perform a central analysis of RECIST responses, MET FISH, and MET IHC 

analysis. The absence of MET FISH and MET IHC analysis on the initial biopsy is also challenging. 

Indeed, we cannot exclude that some patients might have a MET overexpression or a MET 

amplification before EGFR TKI therapy. Most patients with EGFR exon 19 deletions in our study 

received a first generation EGFR TKI and were not treated with afatinib which is now therapeutic 

standard for these patients. There were no specific clinical characteristics of the patients included in 

our study but we observed a low rate of objective response to MET inhibitors when used as a 

monotherapy and a substantial rate of concomitant T790M mutations, which were still partially 

associated with efficacy of 3rd generation EGFR TKIs and favorable prognosis, even in association with 

MET overexpression or MET amplification. 

In our study, MET amplification was defined using the criteria provided by Schildhaus et al. to 

define high-level MET amplification, i.e. as an average MET gene copy number (GCN) per cell ≥ 6 or a 

ratio MET/CEP7 ≥ 2 or the presence of MET clusters [15]. Indeed these criteria were already widely 

used across our pathological centers to define positive MET FISH. However, many other definitions of 

MET amplification based on FISH have been proposed based on various thresholds for MET/CEP7 

ratio or mean MET GNC [21,23–27]. Unlike the mean MET GNC, the ratio MET/CEP7 is thought to 

discriminate real amplification from polysomia. Recent data showed that a MET/CEP7 ratio >5 was 

able to discriminate lung adenocarcinoma with no other driver mutations and was associated with 

high objective response rate to crizotinib [27,28]. However, the right definition of a positive FISH that 

would allow identification of MET gene amplification remains to be determined. The ability to detect 

MET amplification through next generation sequencing may favor routine screening and 

harmonization of the definition of MET amplification. 

In our study, EGFR mutated NSCLC patients with either MET amplification or MET 

overexpression (MET IHC3+) were included. In lung adenocarcinoma, MET amplification is 

significantly associated with IHC3+ MET overexpression [16]. In our study, all the patients with a MET 

amplification who also underwent a MET IHC were scored 3+. MET overexpression, regardless MET 



 63 

amplification status, has been found to induce addiction to the MET pathway, and was recently 

found in 27.1% of EGFR mutated NSCLC with acquired resistance to EGFR TKI [29] [17]. Moreover, an 

ongoing clinical trial evaluating the efficacy of combining MET and EGFR TKIs in EGFR-mutated NSCLC 

patients with MET-driven resistance to EGFR TKIs includes patients with both MET amplification or 

MET overexpression (NCT01610336). In patients without MET amplification, the cause of MET 

overexpression at the time of re-biopsy may involve other molecular alterations including MET exon 

14 splicing sites mutations which have been reported to be associated with MET overexpression [30] 

and may be involved in resistance to EGFR TKI [31]. Because of the unavailability of most of the 

tumor samples, we could not test for other genomic alterations. 

In our cohort, metastatic EGFR mutated NSCLC with a MET-driven resistance to EGFR TKI did 

not display specific clinical features compared to those observed in previous studies. Median PPOS 

(18.5 months) was also in the range of what has been reported in previous studies focusing on 

patients with acquired resistance to EGFR TKIs (14.3-20 months) [13,32,33]. Moreover, although MET 

GCN alterations and MET overexpression have been associated with poor prognosis in resected 

NSCLC [34,35], we did not find poor outcome for the patients included in our study. These findings 

suggest that the prognostic impact of MET activation might depend on the stage of the disease and 

on the oncogenic environment. We observed only one objective response out of 12 patients treated 

with MET inhibitor monotherapy. In preclinical models, a double inhibition of EGFR and MET 

pathways was required to overcome MET driven resistance to EGFR TKI [9,36]. Cases of EGFR 

mutated MET amplified NSCLC responding to combined MET and EGFR TKIs have been reported 

[18,19]. This dual inhibition approach is currently evaluated in several phase I/II clinical trials in this 

setting using various EGFR (gefitinib, erlotinib, EGF816, osimertinib) and MET (capmatinib, volitinib, 

tepotinib) TKIs (NCT02468661, NCT01610336, NCT02335944, NCT02374645, NCT02143466, 

NCT01982955). Preliminary results from a phase II study, evaluating the combination of capmatinib 

and gefitinib in EGFR mutated NSCLC patients who progressed on EGFR TKI, reported an ORR of 19% 
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in patients with MET IHC3+ or MET IHC≥2+ and MET GCN≥5 and raised to 30% in the subgroup of 

patients with MET GCN≥6 [37].  

In our study, 11 patients were T790M positive. Three had both a MET amplification and a 

T790M mutation on the same sample. The coexistence of these mechanisms of resistance has been 

previously described [10]. Compared to the T790M negative, the T790M positive patients in our 

study had a better OS and a trend to a better PPOS. Several studies reported that, amongst patients 

with EGFR TKI acquired resistance,T790M-positive patients had a better PPOS than T790M-negative 

patients [13,32,38]. However, none of these studies evaluated the impact of concomitant MET 

amplification and overexpression. Of note, Gou et al. found that patients with a T790M mutation and 

MET overexpression had a worse PPOS than patients with only MET overexpression or the T790M 

mutation alone. This discrepancy with our results might be due to the small size of both cohorts, and 

variations in the characteristics of the study population (higher rate of never smokers and caucasians 

in our study). We cannot also exclude the influence of confounding factors such as the younger age 

and the use of 3rd generation EGFR TKI in T790M positive patients. Indeed in our study, 9 T790M-

positive patients received a 3rd generation EGFR TKI and 3 partial responses were achieved. Very few 

data are available regarding the efficacy of 3rd generation TKIs in the context of multiple resistance 

mechanisms. Our results suggest that 3rd generation TKIs may retain activity against T790M-positive 

tumors in some patients, even in the presence of MET activation, which may be due to the spatial 

heterogeneity of resistance mechanisms rather than co-existence of 2 resistance mechanisms in the 

same tumor cells. 

Finally, MET-driven resistance to EGFR TKI defines a specific pattern of resistance 

characterized by low objective response rate to MET TKIs given alone and overlapping with T790M 

mutations. Even when associated with MET dysregulation, the T790M mutation was still associated 

with relative efficacy of 3rd generation EGFR TKIs and prolonged survival. Further studies are 

warranted to define adequate therapeutic strategies for MET-driven resistance to EGFR TKI. 
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Materials and Methods 

Patients 

We constituted a multicenter retrospective observational cohort of patients identified 

among 15 French centers. Inclusion criteria were documented diagnosis of metastatic NSCLC, 

detection of an EGFR mutation on tumor sample at diagnosis, treatment with at least one EGFR TKI 

and detection of MET overexpression or MET amplification after the time of clinical or radiological 

progression on EGFR TKI. Post-progression re-biopsy and MET status assessment were routinely 

performed in participating centers during the study period. Clinical and pathological data were 

retrospectively collected in each center for all included patients. Best overall response, defined as 

the best response from the start of treatment until disease progression, was assessed by 

investigators from available follow-up exams in each center using Response Evaluation Criteria in 

Solid Tumor (RECIST) v1.1. Crizotinib, gefinitib, and osimertinib were respectively prescribed with the 

following doses and schedules : 250mg bid, 250mg daily, 80mg daily. The study was approved by a 

national ethic committee (CEPRO 2016-001). 

 

Histological and molecular analyses 

Histological and molecular analyses of formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples 

were prospectively assessed by local pathologists in accredited and quality controlled laboratories, as 

part of the routine procedure. MET immunochemistry and MET FISH analyses were realized 

according to locally certified and nationally approved procedures. MET overexpression was defined 

as a 3+ MET Immunoscore (≥ 50% of tumor cells showing high-intensity staining) on MET 

immunochemistry using MET monoclonal antibody (clone SP44 Ventana). MET amplification was 

defined by Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) as a mean MET GNC per cell ≥ 6, or a Ratio 

MET/CEP7 ≥ 2, or the presence of MET clusters [15]. Patients were considered “T790M positive” if an 

EGFR T790M mutation was detected in post-progression circulating tumor DNA,   on the re-biopsy on 
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which MET overexpression or MET amplification was found, or on a tumor sample collected before 

the re-biopsy. 

 

Statistical analyses 

Categorical variables are expressed as frequencies and percentages. Quantitative variables 

are expressed as medians (range). Normality of distribution was assessed graphically and by using 

the Shapiro–Wilk test. Bivariate analyses were realized to assess the sub-group comparability (MET 

amplified vs. MET non-amplified and T790M+ vs. T790M-). Chi-Squared tests or Fisher’s exact test 

(when expected cell frequency <5) were used to study the association between categorical variables 

and different groups. A Mann-Withney U test was used to compare age, time between EGFR TKI 

initiation and rebiopsy, and duration of TKI EGFR therapy between groups. We estimated and 

compared overall survival (OS), post progression overall survival (PPOS) and progression free survival 

(PFS) between the study groups (MET amplified vs. MET non amplified and T790M+ vs. T790M-) 

using the Kaplan-Meier Method and log-rank test. OS was measured from the date of metastatic 

NSCLC diagnosis to the date of death from any cause or last follow-up. The PPOS was measured as 

the time from EGFR TKI RECIST progression to death from any cause. The PFS was defined as the time 

from treatment start to disease progression or death from any cause. Objective response rate (ORR) 

was defined as the percentage of patients with partial or complete response to the indicated 

treatment. Statistical testing was conducted at the 2-tailed α level of 0.05. Data were analyzed with 

SAS software version 9.3 (SAS Institute,Cary, NC). 

 

Abbreviations 

Non small cell lung cancer (NSCLC), Tyrosine kinase inhibitor (TKI), overall survival (OS), post 

progression overall survival (PPOS), progression free survival (PFS), objective response rate (ORR), 

response evaluation criteria in solid tumor (RECIST), gene copy number (GNC), 
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immunohistochemistry (IHC), formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE), Fluorescence In Situ 

Hybridization (FISH). 
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Supplementary table 1 : Re-biopsy characteristics. * : range ; † : one missing data in total population ; TKI : 

tyrosine kinase inhibitor ; p : p value 

 Overall 

population 
  MET 

amplification 
  MET 

overexpression 

no MET 

amplification 

p   T790M+   T790M- p 

 n = 42  n = 19  n = 17   n = 11  n = 30   
Re-biopsy 
obtained 
after EGFR 
TKI RECIST 
progression 

38 (90,5%)  15 (78,9%)  17 (100%) 0,11  10  
(90,9%)  27 (90%) 1 

Number of 
lines ongoing 
or over at the 
time of re-
biopsy 

     1     1 

≤2 37 (88,1%)  17 (89,5%)  15 (88,2%)   10 

(90,9%) 
 26 

(86,7%) 
 

≥3 5 (11,9%)  2 (10,5%)  2 (11,8%)   1 (9,1%)  4 (13,3%)  
Median time 
between re-
biopsy and 
EGFR TKI 
initiation 
(months) 

15,6 (2,1-
61,3)*  14,1 (3,6-

31,8)*  20,7 (2,1-
31,3)* 

0,39  22,1 (9,1-
36)*  12,1 (2,1-

61,3)* 
0,050 

Re-biopsy 
obtained 
while TKI 
EGFR is still 
ongoing† 

28 (68,3%)  15 (79,0%)  9 (56,3%) 0,15  5 (50%)  23 
(76,7%) 

0,13 

Re-biopsy 
site 

           

Lung 23(54,8%)  12(63,2%)  8(47,1%)   6(54,5%)  16(53,3%)  

Pleura 3(7,1%)  2(10,5%)  1(5,9%)   0(0%)  3(10%)  

Lymph node 
metastasis 

4(9,5%)  1(5,3%)  1(5,9%)   1(9,1%)  3(10%)  

Brain 3(7,1%)  0(0%)  3(17,6%)   1(9,1%)  2(6,7%)  

Liver 4(9,5%)  2(10,5%)  1(5,9%)   2(18,2%)  2(6,7%)  

Skin 1(2,4%)  1(5,3%)  0(0%)   0(0%)  1(3,3%)  

Adrenal 
glands 

2(4,8%)  0(0%)  2(11,8%)   0(0%)  2(6,7%)  

Bone 1(2,4%)  0(0%)  1(5,9%)   1(9,1%)  0(0%)  

Muscle 1(2,4%)  1(5,3%)  0(0%)   0(0%)  1(3,3%)  
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Supplementary table 2 : First EGFR TKI therapy and MET alterations of patients with an EGFR exon 19 

deletion or an EGFR exon 21 mutation on the initial biopsy. *: % calculated with the number of patients with a 

MET FISH ; ** : % calculated with the number of patients with a MET IHC ; TKI : tyrosine kinase inhibitor ; IHC : 

Immunochemistry ; FISH : Fluorescence In Situ Hybridization ; p : p value  

 Patients with EGFR exon 19 
deletion 

Patients with EGFR exon 21 L858R  
mutation 

p 

 N = 23 N =16  

First EGFR TKI   1 

gefintib or erlotinib 22 (95,7%) 16 (100%)  

afatinib 1 (4,3%) 0 (0%)  

MET FISH on re-biopsy 21 (91,3%) 12 (75%) 0,21 

MET amplified on re-biopsy 12 (57,1%)* 6 (50%)* 0,73 

MET IHC on re-biopsy 20 (87%) 13 (81,25%) 0,67 

MET IHC 3+ on re-biopsy 20 (100%)** 13 (100%)** 1 

 

 Supplementary table 3 : Molecular alterations and prognosis of T790M positive patients. * lost of follow 

up immediately after EGFR TKI progression. * patient 45 : the T790M mutation was not detected on the re-biopsy displaying 

MET amplification. However, very few tumor cells were found in this sample. The T790M mutation was detected in a tumor 

biopsy obtained before the re-biopsy displaying MET amplification in this patient. † patient 46 : the research of T790M 

mutation was not performed on the re-biopsy displaying MET amplification. The T790M mutation was detected in 

circulating free DNA in this patient. OS : overall survival. PPOS : post progression overall survival. OS and PPOS are expressed 

in months. 

 

ID MET amplification Primary EGFR mutation OS PPOS 

5 + Exon 19 deletion 121,3 8,7 

16 - Exon 21 L858R mutation 26,7 16,0 

18 + Exon 21 L858R mutation 43,1 36,9 

22  Exon 19 deletion 36,6 14,6 

26 - Exon 19 deletion 36,2 23,8 

27  Exon 21 L858R mutation 25,0 17,0 

28 + Exon 21 L858R mutation 21,8 1,6 

34* - Exon 19 deletion 37,1 0 

35  Exon 19 deletion 27,7 13,7 

45** + Exon 19 deletion 33,8 18,6 

46† + Exon 19 deletion 44,3 12,9 
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Dans les CBNPC EGFR muté l'amplification de MET lors de la résistance à l’ITK EGFR induit 
un phénotype métastatique et une transition épithélio-mésenchymateuse.  
 
Contexte : Le traitement des cancers bronchiques non à petites cellules (CBNPC) EGFR mutés 
repose sur les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) du récepteur de l’Epidermal Growth Factor 
(EGFR). Cependant tous les patients traités par ITK EGFR finissent par présenter une 
progression tumorale, du fait de mécanismes de résistance comme l’amplification du gène 
codant pour le récepteur tyrosine kinase MET. Il n’existe actuellement aucune donnée sur les 
modifications phénotypiques induites par l’activation de MET dans ce contexte. L’objectif de 
cette étude est de déterminer si l’amplification de MET, lors de la résistance aux ITK EGFR dans 
les CBNPC EGFR mutés, confère aux cellules tumorales un phénotype plus agressif. 
 
Méthodes : Les capacités de prolifération, de croissance sans ancrage, de formation de 
sphéroïdes, de résistance à l’anoïkis et de migration ont été étudiées in vitro dans la lignée 
HCC827, dérivée d’un CBNPC EGFR muté, et dans sa lignée fille HCC827-GR6 (GR6) devenue 
résistante aux ITK EGFR via une amplification du gène MET. L’expression de la vimentine, de 
ZEB1, et de la E-cadherine a également été étudiée dans les deux lignées cellulaires afin 
d’évaluer l’impact de l’amplification de MET sur la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). 
In vivo la croissance tumorale et le potentiel métastatique ont respectivement été analysés dans 
des modèles murins de xénogreffe ectopique et d’injection intracardiaque. Enfin la durée jusqu’à 
apparition de nouvelles métastases, après la progression sous ITK EGFFR, a été évaluée dans une 
cohorte rétrospective multicentrique de patients avec un CBNPC EGFR muté métastatique, 
présentant une forte surexpression de MET en immunohistochimie (score 3+) ou une 
amplification de MET en FISH sur une re-biopsie réalisée après la progression sous ITK EGFR.  
 
 
Résultats : In vitro, l’amplification de MET induisait une augmentation significative de la 
prolifération, de la croissance sans ancrage, de la formation de sphéroïdes, de la résistance à 
l’anoïkis et de la migration. En présence d’un  inhibiteur de MET,  le PHA-665752, ces différentes 
propriétés biologiques étaient réduites de façon significative dans les cellules GR6 porteuses de 
l’amplification de MET. Il était également mis en évidence dans les cellules GR6 une 
augmentation de l’expression de la vimentine et de ZEB1. In vivo, l’amplification de MET 
augmentait significativement la croissance tumorale et le potentiel métastatique. Un traitement 
par crizotinib, ITK ciblant MET, diminuait de façon significative le potentiel métastatique des 
cellules porteuses de l’amplification de MET. Enfin les patients atteints d’un CBNPC EGFR muté, 
porteur d’une amplification de MET à la résistance à l’ITK EGFR, présentaient une durée jusqu’à 
apparition de nouvelles métastases plus courte après progression sous ITK EGFR que les 
patients avec une forte surexpression de MET sans amplification génique.  
 
 
Conclusion 
L’amplification de MET dans un contexte de résistance aux ITK EGFR est associée à un 
phénotype tumoral plus agressif. Ces résultats plaident en faveur d’une utilisation précoce 
d’inhibiteurs de MET en association avec les ITK EGFR afin d’éviter l’émergence d’un clone 
tumoral résistant plus agressif. 
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Abstract 

Background: Five to 20% of metastatic EGFR mutated non-small cell lung cancers (NSCLC) displayed 

EGFR Tyrosine Kinase Inhibitors (TKI) acquired resistance through MET amplification. The effects of 

the MET amplification on the tumor cell phenotype in this context remain unknown. This study 

aimed to determine whether acquisition of MET amplification in EGFR mutated NSCLC affects 

biological properties of cancer cells beyond resistance to EGFR TKIs.  

Methods: biological properties of the HCC827 cell line, derived from an EGFR mutated NSCLC, were 

compared in vitro and in vivo to its daughter cell line HCC827-GR6 which became resistant to EGFR 

TKI through MET amplification. The effect of MET TKI in these models was also analysed. We 

evaluated the time to new metastasis after EGFR TKI progression in EGFR mutated NSCLC, exhibiting 

MET amplification or high MET overexpression on a re-biopsy performed after TKI EGFR progression.  

Results: In vitro, the MET amplification significantly enhanced proliferation, anchorage independent 

growth, spheroid formation, anoïkis resistance, migration, and the expression of Vimentin and ZEB1. 

Treatment with a MET TKI, the PHA-665752, significantly reduced these characteristics. In vivo, the 

MET amplification significantly increased the tumor growth and the metastatic potential. Finally, 

patients with an MET amplification displayed a time to new metastases after EGFR TKI progression 

significantly shorter than patients with only high MET overexpression without MET amplification. 

Conclusion: Resistance through MET amplification in EGFR mutated NSCLC promotes an aggressive 

phenotype characterized by an increase of the metastatic spread and by an epithelial to 

mesenchymal transition. 
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Introduction 

 

EGFR mutated NSCLC accounts for 10 to 40% of all NSCLC, depending on the geographic 

area1. At a metastatic stage, the treatment of these cancers relies on EGFR tyrosine kinase 

inhibitors (TKIs)2,3. Despite the initial efficacy of TKIs, all patients eventually develop tumor 

progression due to various mechanisms of resistance4. The most frequent is the emergence 

of a T790M mutation which is a second EGFR mutation. In 5 to 22% of the cases, the 

resistance is due to the amplification of a gene coding for the MET tyrosine kinase receptor5–

10. This amplification leads to overexpression and constitutive activation of the MET 

receptor. Thereby MET maintains activation of proliferative signals in the cell, such as the 

PI3K or the MAPK pathways despite EGFR TKI5. Whether the type of mechanisms of 

resistance impacts tumor behavior is still poorly known. It has been shown that the T790M 

mutation induces a less aggressive tumor phenotype during EGFR TKI resistance. Indeed it 

decreases cell proliferation and patients that present this resistance mechanism have a 

better prognosis than the others11,12. Regarding the MET amplification, the effects on the 

tumor cell phenotype and prognosis of patients remain unknown. In the present study, we 

aimed to determine whether acquisition of MET amplification in EGFR mutated NSCLC 

affects biological properties of cancer cells beyond resistance to EGFR TKIs and induces an 

aggressive tumor phenotype. 

 

Results 

 

MET amplification enhances proliferation and tumor growth in EGFR mutated non small 

cell lung cancer 

 

The impact of MET amplification was investigated in vitro in the HCC827 cell line which 

harbors an activating EGFR mutation, and in its derived cell line HCC827GR6, later called 

GR6, which has acquired resistance to EGFR TKI through a MET amplification5. As previously 

published, treatment with the EGFR TKI gefitinib was sufficient to inhibit the 

phosphorylation of AKT and ERK in the HCC827 cell line (Figure 1A). Conversely, the 

activation of the PI3K and MAPK pathways persisted in the GR6 cells despite the presence of 

gefitinib. A cotreatment with the MET TKI PHA665752 (PHA) and gefitinib was required to 
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inhibit activation of these pathways in GR6 cells. As expected, gefitinib completely inhibited 

HCC827 cell proliferation whereas PHA had no impact (Figure 1B). By contrast, in GR6 cells 

inhibition of EGFR did not stop the GR6 growth and PHA alone partly reduced proliferation 

(Figure 1C). Combination of gefitinib and PHA was necessary to stop proliferation of GR6 

cells. We then compared directly the proliferation of HCC827 and GR6 cells and we observed 

a higher proliferation of GR6 cells (Figure 1D). These results suggest that MET amplification 

is not only a way to maintain proliferation under EGFR inhibition, but it also enhances 

proliferation of GR6 cells whereas MET activity is not involved in the proliferation of HCC827 

cells. 

In order to determine whether enhanced proliferation of GR6 cells translated into 

increased tumor growth, HCC827 and GR6 cells were subcutaneously injected in 

immunocompromised SCID mice and tumor volume was monitored every 2 to 3 days during 

one month. Mice injected with GR6 cells showed significantly faster tumor growth and 

increased median tumor volume (7.6 fold increase by day 25), compared with mice injected 

with HCC827 cells (Figure 1E). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 80 

Figure 1 : MET amplification enhances proliferation and tumor growth of EGFR mutated non small 
cell lung cancer cells. A) HCC827 and GR6 cells were treated for 24h with DMSO, or with a MET 
tyrosine kinase inhibitor (TKI), the PH665752 (PHA ; 1 μM) alone, or with an EGFR TKI, the gefitinib 
(GEFI ; 1 μM) alone, or in combination. Western blot analysis with the indicated antibodies was 
performed on cell lysates of each condition. GAPDH was used as a loading control. Results are 
representative of three experiments. B) and C) Proliferation of HCC827 and GR6 cells treated with 
DMSO, or with PHA665752 (PHA ; 1 μM), or gefitinib (GEFI ; 1 μM), or in combination (PHA GEFI ; 1 
μM) was measured at the indicated time point by thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) assays. 
Results are presented as mean ± SEM of three independent experiments. Statistical significance was 
calculated by two-tailed Mann-Withney test (*P < .05, ***P < .001).D) Proliferation of HCC827 and 
GR6 cells were assessed at the indicated time point by MTT assays without any treatment. Statistical 
significance was calculated by two-tailed Mann-Withney test (**P < .01). E) SCID mice were 
subcutaneously injected with HCC827or GR6 cells (n=10 mice per group). Tumor size was measured 
at the indicated time point. Data are mean ± SEM. Statistical significance was calculated by two-way 
analysis of variance (ANOVA) (***P<.001). 
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MET amplification induces an aggressive phenotype in EGFR mutated NSCLC cells  

 

Subsequently, we aimed to determine whether MET amplification confers other 

properties than resistance to EGFR TKIs and higher proliferation. When cultured in 

suspension in non-adherent tubes, GR6 cells showed a dramatically enhanced ability to grow 

unanchored as spheroid compared to parental cells (Figure 2A). Exposure of HCC827 cells to 

gefitinib significantly reduced the spheroid formation, whereas PHA had no effect (Figure 

2B). By contrast, we observed a significant decrease in GR6 cells spheroid formation after 

treatment with PHA or gefitinib alone. The spheroid formation was almost abolished when 

the two drugs were combined. 

The effect of the MET amplification on the anchorage independent growth was also 

assessed by soft agar colony assays. In absence of treatment, the number of clones obtained 

with the GR6 cells was almost 2 fold higher compared to the HCC827 cells (Figure 2C). In 

HCC827 cells, gefitinib significantly reduced colony formation of HCC827 whereas PHA had 

no effect (Figure 2D). On the contrary, gefitinib and PHA alone significantly reduced the 

number of clones obtained with the GR6 cells and a greater decrease of anchorage 

independent growth abilities was observed with both drugs given together. Moreover we 

observed a significant decrease in GR6 cells by silencing MET with a siRNA (supplementary 

figure 1) 

Migration was studied by time lapse microscopy to allow quantitative analysis 

regardless of any potential effect of cell proliferation and/or survival. Cell tracking revealed a 

migration velocity of GR6 cells higher than HCC827 cells with a median speed of 37.7 µm and 

14.5 µm per hour respectively (Figure 2E). While inhibition of EGFR activity is sufficient to 

reduce the migration ability of HCC827 cells, it did not significantly impact the MET amplified 

cell line velocity. By contrast, PHA treatment of GR6 cells significantly reduced their 

migration capacities, demonstrating the involvement of MET in this gain of mobility further 

inhibited by co-treatment. 

In order to evaluate the impact of MET amplification on anoikis, a programmed cell 

death induced by the loss of attachment to the appropriate matrix, HCC827 and GR6 cells 

were cultured in non-adherent tubes before annexin V staining. After 5 days in suspension, 

the proportion of apoptotic cells was significantly lower with GR6 than HCC827 cells (11.2 % 

versus 34.5 %) (Figure 2F). Proportion of HCC827 dead cells was not affected by PHA but 
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increased to 66.5% following gefitinib. Inversely, proportion of GR6 dead cells was not 

significantly affected by gefitinib but increased significantly to 22.8% following PHA 

treatment. Combined inhibition of EGFR and MET receptors raised the level of GR6 dead 

cells to 74.1%. 

 All together these results show that MET amplification provides new capacities to 

EGFR-mutated cells through an increase of spheroid formation, anchorage independent 

growth, cell migration and anoikis resistance. Interestingly, in the MET amplified cell line 

these biological responses are dependent on the MET activity but remain also partly 

dependent on EGFR activity.  
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Figure 2 : MET amplification increases spheroid formation, anchorage independent growth, cell 

migration and inhibits anoikis in EGFR mutated non small cell lung cancer cells. 
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Figure 2 : MET amplification increases spheroid formation, anchorage independent growth, cell 
migration and inhibits anoikis in EGFR mutated non small cell lung cancer cells. A) Spheroid 
formation of HCC827 and GR6 cells was evaluated by MTT assays after 7 days of culture in non 
adherent tubes. Results are presented as mean ± SEM of three independent experiments. Statistical 
significance was calculated by t-test (***P < .001). B) The effect of PHA665752 (PHA ; 1 μM) and/or 
gefitinib (GEFI ; 1 μM) on spheroid formation was evaluated in both cell lines. Results are presented 
as mean ± SEM of three independent experiments. Statistical significance was calculated by t-test (*P 
< .05, **P < .01, ***P < .001, ns non significative). C) Anchorage independent growth of HCC827 and 
GR6 cells was measured by counting clone formation in soft agar after 14 days of culture. Statistical 
significance was calculated by two-tailed Mann-Withney (***P < .001). D) The effect of PHA665752 
(PHA ; 1 μM) and/or gefitinib (GEFI ; 1 μM) on anchorage independent growth was evaluated in both 
cell lines. Results are presented as mean ± SEM of three independent experiments. Statistical 
significance was calculated by two-tailed Mann-Withney (*P < .05, **P < .01, ***P < .001, ns non 
significative). E) Migration speed of isolated HCC827 and GR6 cells, with or without treatment with 
PHA665752 (PHA ; 1 μM) and/or gefitnib (GEFI ; 1 μM) was assessed by time lapse microscopy. 
Tracks of 50 randomly selected cells per condition were represented and placed on the same origin 
(1 pixel = 0.645µm). The pooled results of three independent experiments are presented as box plot 
of three independent experiments. Statistical significance was calculated by two-tailed Mann-
Withney test (***P < .001). F) Proportion of apoptotic cells in HCC827 and GR6 cell lines, with or 
without treatment with PHA665752 (PHA ; 1 μM) and/or gefitinib (GEFI ; 1 μM), was assessed by flow 
cytometry after 4 days of culture in non adherent tubes and after labelling with annexing V-APC. 
Results are presented as mean ± SEM of three independent experiments. Statistical significance was 
calculated by two-tailed Mann-Withney test (*P < .05, **P < .01, ***P < .001, ns non significative).  
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MET amplification promotes metastasis formation in vivo 

Because we found that MET amplification increases tumor migration, resistance to 

anoikis and anchorage-independent growth, we hypothesized that it could favor formation 

of metastasis. We established and characterized HCC827 and GR6 cell lines stably 

transfected with a luciferase-expressing vector. The levels of bioluminescence produced in 

presence of luciferin by these cells, named HCC827-luc and GR6-luc, were similar 

(supplementary Figure 2). The metastatic potential of both cell lines was investigated in SCID 

mice by measuring bioluminescence 35 days after intracardiac injection in the left ventricle, 

a model of cell dissemination via the bloodstream allowing for the monitoring of metastasis 

formation. Mice injected with GR6-luc cells showed a significantly higher overall 

bioluminescence than those injected with HCC827-luc cells, suggesting an increase of the 

metastatic burden induced by the MET amplification (Figure 3A and 3B, images of all mice 

are available in supplementary Figures S3A and S3B). This result was further confirmed by 

the histological analysis of 5 organs systematically collected after the mice sacrifice. Indeed, 

in mice injected with the HCC827-luc cells, a mean of 0.7 organ with at least one metastasis 

per mice was observed versus 1.8 in mice injected with the GR6-luc cells (Figure 3C). 

Moreover, the number of metastases found inside each collected organ was higher in mice 

injected with GR6-luc cells compared to those injected with the HCC827-luc cells (Figure 3D). 

Furthermore, because the lung is a classical site of metastasis for NSCLC cells, lung 

metastasis formation was analyzed also in a model of SCID mice injected in the right 

ventricle, rather than the left ventricle. By histological analysis, we observed a mean of 3.7 

metastases per lung of HCC827-luc injected mice and 7.2 metastases per lung of GR6-luc 

injected mice (supplementary Figure S4A). 

In order to confirm the role of the MET pathway in the metastatic advantage 

observed in MET-amplified cells, SCID mice injected with GR6-luc cells in the left ventricle 

were treated either with a MET TKI, crizotinib, or vehicle. We found that crizotinib 

significantly decreased the overall bioluminescence of the mice as well as the number of 

metastatic organs detected by histological analysis ex vivo (Figure 3E, 3F and 3G, images of 

all mice are available in supplementary Figures S3C and S3D). The number of metastases 

identified by histological analysis inside each collected organ was also reduced by crizotinib 

(Figure 3H). In a similar manner, crizotinib treatment reduced the number of lung 
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metastases in mice injected in the right ventricle with GR6-luc cells (supplementary Figure 

S4B). 

Taken together, these results demonstrate that MET amplification favors formation 

of metastases in EGFR mutated NCSLC tumors. Inhibition of MET activity is sufficient to 

reduce the metastatic advantage conferred by MET amplification. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 87 

Figure 3 : MET amplification favors metastasis development of EGFR mutated non small cell lung 
cancer cells.  
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Figure 3 : MET amplification favors metastasis development of EGFR mutated non small cell lung 
cancer cells. A) Representative bioluminescence imaging of SCID mice 35 days after injection in the 
left ventricle with HCC827-luc or GR6-luc cells (images of all mice are available in supplementary 
Figures S2A and S2B). B) The metastatic potential was assessed by measuring average radiance at 
luminescent peak of SCID mice 35 days after injection in the left ventricle with HCC827-luc or GR6-luc 
cells. Results are presented as mean ± SEM and each data point represents average radiance of one 
mouse. Statistical significance was calculated by two-tailed Mann-Withney test (**P < .01). C) 
Number of metastatic organs with a least one metastasis identified by histological analysis among 5 
organs (lungs, liver, spleen, brain, and heart) systematically collected at the sacrifice of SCID mice 37 
days after the injection in the left ventricle with HCC827-luc or GR6-luc. Results are presented as 
mean ± SEM and each data point represents the number of metastatic organs of one mouse. 
Statistical significance was calculated by two-tailed Mann-Withney test (**P < .01). D) Mean number 
of metastases identified by histological analysis inside each collected organs at the sacrifice of SCID 
mice 37 days after the injection in the left ventricle with HCC827-luc or GR6-luc. Results are 
presented as mean ± SEM. E) Representative bioluminescence imaging of SCID mice, orally treated 
with crizotinib (50mg/kg daily) or with a vehicle, 35 days after injection in the left ventricle with GR6-
luc cells (images of all mice are available in supplementary Figures S2C and S2D). F) The metastatic 
potential was assessed by measuring average radiance at luminescent peak of SCID mice, orally 
treated with crizotinib or with a vehicle, 35 days later after injection in the left ventricle GR6-luc cells. 
Results are presented as mean ± SEM and each data point represents average radiance of one 
mouse. Statistical significance was calculated by two-tailed Mann-Withney test (*P < .05). G) Number 
of metastatic organs identified by histological analysis among the 5 organs systematically collected at 
the sacrifice of SCID mice, 37 days after injection in the left ventricle with GR6-luc and initiation of a 
daily treatment with crizotinib or a vehicle. Results are presented as mean ± SEM and each data 
point represents the number of metastatic organs for one mouse. Statistical significance was 
calculated by two-tailed Mann-Withney test (*P < .05). H) Mean number of metastases identified by 
histological analysis inside each collected organs at the sacrifice of SCID mice 37 days after injection 
in the left ventricle with GR6-luc and initiation of a daily treatment with crizotinib or a vehicle. 
Results are presented as mean ± SEM. 
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MET amplification causes Epithelial to Mesenchymal Transition in EGFR-mutated NSCLC 

Given the involvement of Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT) in formation of 

metastasis, we hypothesized that MET amplification could induce EMT in EGFR mutated 

NSCLC. We analyzed in the HCC827 and GR6 cell lines the gene expression of an epithelial 

marker, the E-cadherin, and two mesenchymal markers vimentin and ZEB1 (Figure 4A, 4B, 

and 4C). The E-cadherin mRNA level was not significantly different between the two cell 

lines. Yet, we observed a mean mRNA level of 9.2 fold higher for the vimentin, and 3.9 

higher for ZEB1 in the GR6 cells compared to the HCC827. PHA significantly reduced 

expression of vimentin and ZEB1 in GR6 cells whereas it did not modify the mRNA level of 

these markers in HCC827 cells (Figure 4D and 4E).  

To evaluate EMT in a context of tumor progression, immunohistochemistry (IHC) 

were performed on HCC827 and GR6 xenografted tumors and the stainings were quantified 

using an H-score analysis.  As expected, higher expression of the MET receptor and increased 

MET phosphorylation were obtained in GR6 compared to HCC827 subcutaneous xenograft 

tumors in SCID mice (Figure 4F). Expression of the mesenchymal markers, vimentin and 

ZEB1, were also increased in the GR6 tumors compared to the HCC827 tumors, whereas the 

epithelial marker E-cadherin was strongly reduced (Figure 4F).  

In pulmonary GR6-luc metastases of mice treated with crizotinib we observed a 

decrease of MET phosphorylation along with a decrease of vimentin expression and ZEB1 

nuclear location and an increase of E-cadherin compared to metastases of mice treated with 

a vehicle (Figure 4G). Taken together, our results evidence that MET amplification induces an 

EMT phenotype which is indeed dependent of MET tyrosine kinase activity.  
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Figure 4 : MET amplification causes Epithelial to Mesenchymal Transition in EGFR mutated non 
small cell lung cancer cells. 
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Figure 4 : MET amplification causes Epithelial to Mesenchymal Transition in EGFR mutated non 
small cell lung cancer cells. 

A) B) and C) mRNA expression of E-cadherin, Vimentin and ZEB1 were measured by quantitative 
RT-PCR (RT-qPCR). Results are presented as mean ± SEM of three independent experiments. 
Statistical significance was calculated by two-tailed t-test (***P < .001, ns non significative). D) and E) 

HCC827 and GR6 cells were treated 72h with 1 M of PHA-665752. and mRNA expression of 

E-cadherin, vimentin and ZEB1 were measured by quantitative RT-PCR (RT-qPCR). Results are 
presented as mean ± SEM of three independent experiments. Statistical significance was calculated 
by two-tailed t-test (***P < .001, ns non significative). F) Representative images at 200X 
magnification and H-scores of MET, phospho-MET (Tyr1234/Tyr1235), E-cadherin, Vimentin, and 
ZEB1 immuno-histochemistry in HCC827 and GR6 subcutaneous tumors (scale bar = 50μm). G) 
Representative images at 200X magnification and H-scores of MET, phospho-MET (Tyr1234/Tyr1235), 
E-cadherin, Vimentin, and ZEB1 immuno-histochemistry in GR6-luc lung metastases with or without 
crizotinib treatment (scale bar = 50μm). 
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MET amplification promotes metastases in EGFR mutated NSCLC patients following 

progression on EGFR TKI 

Finally, we addressed the question whether MET amplification could promote 

metastases in patients. For that purpose, we took advantage of the clinical data from a 

previous study of EGFR mutated NSCLC patients with either MET amplification or MET high 

overexpression following progression on EGFR TKI (Article 1). In this nationwide study, the 

time to new metastasis after EGFR TKI progression was available for 17 patients harboring 

MET amplification and for 14 patients displaying a MET overexpression without MET 

amplification. No significant difference was observed between patients with MET 

amplification and those with MET overexpression without MET amplification regarding 

clinical characteristics and EGFR TKI treatment. We found that patients harboring MET 

amplification had a significantly shorter time to new metastasis compared to patients with 

only MET overexpression without MET amplification (Hazard Ratio = 3.44, CI95% (1.20 – 

9.83) ; median 7.6 months vs 9.5 months p = 0.02) (Figure 5). This result suggests that MET 

amplification following EGFR TKI progression promotes new metastasis in EGFR mutated 

NSCLC patients. 

Figure 5 : Compared to MET overexpression alone, MET amplification favors the metastatic 
progression in EGFR mutated NSCLC after EGFR TKI resistance. The median time to new metastasis 
after EGFR TKI progression is estimated by Kaplan-Meier curves in a previously published cohort of 
EGFR mutated NSCLC harboring a MET amplification (17 patients) or a MET overexpression (14 
patients) without MET amplification after EGFR TKI progression. Statistical significance was 
calculated by log-rank test. 
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Discussion 

While the MET amplification is a well-characterized EGFR TKI mechanism of 

resistance in EGFR mutated NSCLC, the consequences of this alteration on the tumor 

phenotype have not been studied. In this report, we show that MET amplification is not only 

a way to by-pass EGFR signaling during EGFR TKI resistance but it also enhances cell 

proliferation, anchorage independent growth, anoikis resistance and migration. In vivo, MET 

amplification increases tumor growth and metastases formation, and is associated with an 

EMT phenotype. Finally, we found that patients harboring MET amplification as a 

mechanism of resistance to EGFR TKI display higher risk of developing new metastases. 

MET receptor has already been shown to promote invasive growth. In epithelial cells, 

MET activation induces scattering, migration, escape from apoptosis and proliferation13. 

These properties are essential to the development of epithelial organs, placenta, muscles, 

and neurons during embryogenesis in which MET is highly implicated 14–18. Dysregulation of 

the MET activity through autocrine secretion of HGF or overexpression of the receptor leads 

to an increase of motility, invasion, and resistance to anoikis in cancer cells 19–22. In vivo, 

Navab et al. demonstrated that overexpression of MET and HGF in the H460 NSCLC cell line 

promotes tumor growth and systemic metastasis23. Yet, the additional impact of MET 

amplification on the phenotype of EGFR mutated NSCLC cells in the particular context of 

resistance to EGFR TKI had never been addressed so far. Our results show that MET 

amplification induces an aggressive phenotype and metastasis in this particular context. This 

was not anticipated as in EGFR mutated NSCLC cells, EGFR is already known to stabilize and 

crossactivate MET and this crosstalk facilitates EGF-induced migration and invasion and 

promotes brain metastases24. Still, we found that MET amplification provides supplementary 

deleterious biological properties to cancer cells. 

Epithelial to mesenchymal transition (EMT) may be responsible for the aggressive 

phenotype observed in MET-amplified EGFR-mutated tumors. EMT is a biological process 

characterized by the loss of epithelial hallmarks and the acquisition of mesenchymal 

features. It has been involved in promotion of local invasion and metastasis dissemination 25. 

HGF is known to be involved in EMT trough MET activation26,27. Furthermore, HGF-induced 
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EMT enhances tumorigenicity and chemoresistance and is associated with poor prognosis in 

small cell lung cancer28. Here, we show that MET amplification can also induce an EMT 

phenotype independently of HGF stimulation. EMT has been evidenced on tumor samples of 

patients with acquired resistance to EGFR TKI in EGFR mutated NSCLC8,29,30. Of note, one 

patient displaying both MET amplification and EMT after progression on EGFR TKI has been 

reported31. Other mechanisms leading to EMT have been proposed including TGFβ1 

autocrine secretion and FGFR1 transcriptional up regulation32,33. Importantly, we show that 

treatment with MET TKI can reverse EMT induced by MET amplification, which may have 

clinical relevance for these patients. 

Identifying mechanisms of resistance at progression on EGFR TKI in EGFR mutated 

NSCLC patients is commonly performed, with the objective of adapting next treatment to 

the identified mechanism, as for osimertinib in case of T790M mutation.  Here, we show that 

the type of mechanism of resistance is not only important for choosing the following 

treatment, but it also determinates subsequent tumor behavior. Change of the natural 

history of EGFR-mutated NSCLC according to the mechanism of resistance has been poorly 

studied so far. Chmielecki et al. have shown that the T790M is associated with a lower 

proliferation rate than EGFR mutated cells without T790M mutation12. Accordingly, patients 

with a T790M mutation may have a favorable prognosis compared to those with another 

type of mechanism of resistance, independently of subsequent 3rd generation TKI11. 

Inversely, we found that MET amplification is associated with more aggressive cell and 

tumor phenotypes, and this translates into a propensity for developing new metastases. This 

is of tremendous relevance since resistance to EGFR TKI through MET amplification may 

become more common as 3rd generation EGFR TKI, which are able to prevent emergence of 

T790M clones, will be given as first-line therapy34. Indeed, MET amplification has been found 

in 30% of patients at progression on osimertinib35. 

Despite association with poor prognosis, only few clinical data are available on the 

impact of MET dysregulation on the metastatic spread of NSCLC. Benedettini et al. reported 

an increase of MET expression and MET copy number gain in cerebral metastasis compared 

to primary tumors36 of 17 patients. Another study performed in surgically resected NSCLC 

patients showed that MET expression and MET gene copy number are more frequent in 

lymph node metastasis than in primary tumors 37. In the present work, we observed a 
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shorter time to new metastasis after EGFR TKI progression in patients with a metatastic 

EGFR mutated NSCLC and a MET amplification on rebiopsy compared to patients with only 

high MET overexpression (IHC 3+). This result suggests a specific effect of MET amplification 

on metastasis compared to the MET overexpression alone and might reflect an increase of 

MET signaling activity in the MET amplified tumor. 

Taken together, our results suggest that allowing emergence of MET amplification 

expose to the risk of a more aggressive disease characterized by an increase of the 

metastatic potential of EGFR-mutated NSCLC. This finding raises the question of combining 

EGFR and MET inhibitors before acquired resistance to EGFR TKI in order to prevent 

emergence of MET amplification and guide the tumor evolution to a less deleterious 

mechanism of resistance such as the T790M. Indeed combining EGFR and MET inhibitors in 

vitro is effective for preventing MET amplification as a mechanism of resistance38. However 

this strategy might be challenged by the tumoral heterogeneity and by the risk of emergence 

of other aggressive clones such as EMT independently from MET signaling. Early and non 

invasive detection of MET amplification in circulating tumor DNA could represent an 

attractive tool for selecting patients who may benefit from the combination. Most clinical 

trials evaluating combination of MET and EGFR inhibitors are proposed once MET 

amplification has emerged. Our results suggest that this combination should also be 

evaluated before emergence of MET amplification, as first-line therapy, in order to prevent 

development of an aggressive tumor phenotype. Our findings also support evaluation of this 

combination in adjuvant setting for patients with localized EGFR-mutated NSCLC. Given the 

role of MET activation in acquired resistance of other oncogene-addicted cancers to various 

targeted therapies, including HER2 breast cancers or BRAF-mutated melanoma, our findings 

support further evaluation of the role of MET in these cancers, and evaluation of the benefit 

of MET inhibition39. 

Materials and methods 

Drugs, and cell cultures 

DMSO, PHA-665752 and crizotinib were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, 

Missouri). Gefitinib were obtained from Santa Cruz (Dallas, Texas), and neomycin from Life 

Technologies (Carlsbad, California). DilC12 fluorescent dye was purchased from BD 
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Biosciences (Franklin Lakes, New Jersey), luciferin from Perkin Elmer (Waltham, 

Massachusetts), and isoflurane from Baxter (Deerfield, Illinois). 

The lung adenocarcinoma HCC827 and its MET amplified counterpart HCC827-GR6 

cell lines were obtained from Professor P.A. Jänne and cultured as previously described5 . 

Immunoblotting and Quantitative real-time RT-PCR  

Immunoblotting and Quantitative real-time RT-PCR are detailed in the 

Supplementary Materials. 

Cell proliferation, spheroid growth and Anoikis assay 

For proliferation analysis, cells were plated in 96-well plates at 2500 per well and 

treated in complete medium the following day with the relevant agents. At each time point, 

proliferation was assessed by MTT assay as explained in the Supplementary Materials. 

 For spheroids growth, 10000 cells per condition were seeded in non-adherent 

polystyrene tubes (Falcon) in 2ml of complete medium with the corresponding treatment. 

Fresh medium with the relevant agent were added every 48h. MTT assays were performed 

after seven days of culture. 

For anoikis assay, 200000 cells per condition were seeded in non-adherent tubes in 4ml of 

complete medium with the corresponding treatment. Fresh medium with the relevant agent 

were added 48h later. After 4 days of culture, cells were centrifuged, dissociated by 

trypsinization, and labelled with APC-conjugated Annexin V (Molecular Probe, Eugene, 

Oregon). Cells were analysed on a FACS CantoII (BD biosciences, Franklin Lakes, New Jersey). 

 

Anchorage Independent Growth Assays 

Cells (8000/well in 12-well plates) were seeded in a 0.4 % agarose in medium mixture 

and grown for 14 days. One ml of complete medium with or without treatment was added on the 

top and changed every 48h. The method used to count the colonies is further described in the 

Supplementary Materials.  

Live cell microscopy 



 97 

Mobility of isolated cells was measured with time-lapse microscopy by acquiring 1 

image every 10 minutes on 10 fields per sample during 6 hours in an incubation unit heated 

at 37°C with 5% CO2. Further details are provided in the Supplementary Materials. 

Mice 

Six to eight-week-old SCID mice were maintained in the animal house facility of the 

Pasteur Institute of Lille, France (Agreement B59-350009). The project (2016071316421826) 

received ethical approval by French Committee on Animal Experimentation and the Ministry 

of Education and Research. All experiments were performed in accordance with relevant 

guidelines and regulations.  

Subcutaneous xenograft model 

A solution of 50μl of growth factor reduced Matrigel Matrix (Corning, Corning, New 

York) and 50uL of PBS (Life Technologies, Carlsbad, California) with 1 million of cells were 

injected sub-cutaneously into the flank of SCID mice. Tumor size was assessed twice a week 

by caliper measurements of tumor length (L) and width (W). The tumor volume (V) was 

calculated with the formula V=0.5 x (LxW2). Mice were sacrificed after 4 weeks of follow up 

and subcutaneous tumors were fixed in formalin 4% and embedded in paraffin. 

Metastasis Assays and in vivo treatment 

The creation of the HCC827-luc and GR6-luc cell lines and the method of evaluation 

of their bioluminescence in vitro are available in the Supplementary Materials. Cells 

suspended in 100ul of PBS were injected into the heart of anesthetized mice. Left or right 

ventricle injections were controlled 40 minutes after injection by bioluminescence imaging 

with an IVIS Lumina XR (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts). Average radiance of each 

mouse at luminescent peak was measured 35 days after intracardiac injection as explained 

in the Supplementary Materials. Mice were sacrificed 37 days after injection. Lungs, spleen, 

liver, brain and heart were systematically collected for mice injected in the left ventricle and 

lungs were collected for mice injected in the right ventricle. Organs were fixed in formalin 

4% and embedded in paraffin. For in vivo treatment experiment mice were randomized after 

intracardiac injection either in a group orally treated with crizotinib 50 mg/kg/d or a group 

that received a vehicle daily. 
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Histopathology and immunohistochemistry  

Formalin fixed and paraffin embedded tissues were sliced at 6 different levels per 

block. The 5μm thick sections were mounted on glass slides and stained with hematoxylin, 

erythrosine and saffron (HES) using standard procedures. Evaluation of metastasis count was 

performed blindly by a senior pathologist. IHC was performed using BenchMark XT (Ventana, 

Oro Valley, Arizona) automated IHC stainer using 3,3’-diaminobenzidine (DAB) revelation 

and hematoxylin counter-staining (Bluing Reagent, Ventana, Oro Valley, Arizona). The 

method used for immunochemistry was further described in the Supplementary Materials. 

Statistical analysis 

All results are expressed as mean +/- s.e.m. of at least three independent 

measurements. According to their distribution quantitative variables were compared with a 

Student’s T-test or Mann Withney test. Two-way ANOVA was performed for tumor growth 

analysis in subcutaneous xenograft model. All statistical testing was conducted at the 2-

tailed α level of 0.05. Data were analyzed with GraphPad Prism software version 7 

(GraphPad software, San Diego California). Patients and clinical data analysis was further 

described in the Supplementary Materials. 
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Supplementary Figures  

Supplementary Figure S1 : Effect of MET inhibition with a siRNA on anchorage independent growth 
of HCC827 and GR6 cells. Anchorage independent growth of HCC827 and GR6 cells transfected with 
the indicated siRNA was measured by counting clone formation in soft agar after 14 days of culture. 
Results are presented as mean ± SEM of three independent experiments. Statistical significance was 
calculated by two-tailed Mann-Withney (***P < .001, ns non significative). 

 
 
Supplementary Figure S2 : Bioluminescence of HCC827-luc and GR6-luc cells in vitro. 
Bioluminescence of HCC827-luc and GR6-luc cells were assessed in vitro by measuring average 
radiance at the bioluminescent peak in presence of luciferin for the indicating concentration of cells. 
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Supplementary Figure S3 : Bioluminescence imaging of metastases. A) and B) Bioluminescence 
imaging of all SCID mice 35 days after injection in the left ventricle of HCC827-luc or GR6-luc cells. C) 
and D) Bioluminescence imaging of all SCID mice, daily treated with crizotinib (50 mg/kg) or vehicle, 
35 days after injection in the left ventricle of GR6-luc cells. 
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Supplementary Figure S4 : MET amplification increases lung metastases dissemination. A) Number 
of lung metastases assessed by histological analysis 35 days after injection of HCC827-luc or GR6-luc 
cells in the right ventricle of SCID mice. The mean number ± SEM of metastases identified by 
histological analysis was represented. B) Number of lung metastases assessed by histological analysis 
35 days after injection of GR6-luc cells in the right ventricle of SCID mice orally treated with crizotinib 
(50mg/kg) or vehicle. The mean number ± SEM of metastases identified by histological analysis was 
represented. 
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Supplementary Table S1 : RT-qPCR primer sequences.  

Target gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) 
Amplicon 
size (bp) 

beta2 
microglobulin 

(B2M) 
GCTGGCGGGCATTCCTGAAG TGCTGGATGACGTGAGTAAACCTG 144 

MET TTTCAAATGGCCACGGGACAACACA TGGGCTGGGGTATAACATTCAAGA 222 
E-Cadherin 

(CDH1) TTTGACGCCGAGAGCTACAC GAATCGGGTGTCGAGGGAAA 131 

Vimentin (VIM) AGAGAGGAAGCCGAAAACACC CTGGATTTCCTCTTCGTGGAGT 143 

ZEB1 ATGACCTGCCAACAGACCAG GCTTCAGGCCCCAGGATTT 117 

 

Supplementary Materials 

Western blot analysis and antibodies 

For western blot analysis, 800000 cells were plated on 10 cm dishes in complete 

medium. In treatment experiments, drugs were added 24h later. The cells were lysed 48h 

after seeding in M-PER lysis buffer (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts) with 1% 

HALT protease and phosphatase inhibitor cocktail (Thermo Scientific, Waltham, 

Massachusetts). Protein concentrations were determined with the BCA Protein Assay Kit 

(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts). Equal amount of total proteins were 

separated on SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (10%) at 120 V for 2h, and proteins 

were transferred at 100 V for 1.5 hours on Immobilon-P polyvinylidene fluoride microporous 

transfer membranes (Millipore, Billerica, Massachusetts). Prestained broad-range molecular 

mass markers (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts) were used as standards in each 

gel. Protein detection was performed using the ECL Western blotting detection Reagent (GE-

Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom) or SuperSignal West Dura (Thermo Scientific, 

Waltham, Massachusetts) when required. The following antibodies were used at a 1:1000 

dilution unless otherwise indicated : MET (Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, 3148), 

phospho-MET (Tyr1234/Tyr1235) (Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, 3126), EGFR (Cell 

Signaling, Danvers, Massachusetts, 2646), phospho-EGFR (Tyr1068) (Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, 2236), AKT (Santa Cruz, sc-8312), phospho-AKT (Ser473) (Cell Signaling, 

Danvers, Massachusetts, 4060), ERK (Santa Cruz, Dallas, Texas, sc-154), phospho-ERK 

(Thr202/Tyr204) (Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, 9106), GAPDH (Santa Cruz, Dallas, 

Texas, sc-32233). Anti-mouse (Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, 115-

035-146) and anti-rabbit (Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, 711-035-
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152) secondary antibodies were diluted at 1:10000. Each experiment was repeated at least 

three times. 

 

Quantitative real-time RT-PCR 

Total RNA was extracted using the Nucleospin RNA/Protein Kit (Macherey-Nagel, 

Düren, Germany) according to the manufacturer’s protocol and reverse-transcribed using 

the High Capacity cDNA Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystems, Foster City, 

California). Analysis of transcript relative fold copy number was carried out by quantitative 

real-time PCR using Fast SYBR Green mix (Applied Biosystems, Foster City, California) in an 

MX3005P instrument (Stratagene, San Diego, California) as described by the supplier, with 

specific primers listed in supplementary table S3. The relative expression was calculated 

using the 2-Ct method. The mRNA levels of each target gene were normalized to the 

levels of the housekeeping B2M gene and presented as fold induction relative to the control 

DMSO or the untreated HCC827 cell line depending on the experiment. Results were 

represented as means of at least three independent experiments. 

 

RNA interference 

For silencing, 300000 cells were incubated with 4.5 µL Lipofectamine 2000 

(Invitrogen, Carlsbad, California) mixed with 120 nM of a siRNA (Invitrogen, Carlsbad, 

California) targeting the genes of interest. The cells were then plated in a 6-well plate in a 

final volume of 1.5 mL of complete medium. Transfected cells were trypsinised after 24h soft 

agar assays. 

The following siRNA were purchased from Life technology : Control Stealth siRNA negative 

control, MET [5′-CCGAGGGAAUCAUCAUGAAAGAUUU-3′]. Each experiment was repeated at 

least three times. 

 

MTT proliferation assays 

At the indicated time point, cells were incubated for 2h with MTT (Invitrogen, 

Carlsbad, California) diluted at 0.5mg/ml in 200 µl of medium at 37°C. The resultant 

formazan crystals were dissolved in isopropanolol. The absorbance resulting of the dye 

uptake in viable cells was detected at 540 nm with a Multiskan RC Microplate Reader 

(ThermoLabsystems, Waltham, Massachusetts) with a reference wavelength of 620 nm. 
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Each assay consisted of three replicate wells. Results were represented as means optic 

density of at least three independent experiments. 

 

Agar clones count 

For each anchorage independent growth assay, 4 fields per well at 2 different z stacks 

were randomly photographed with Zeiss Axio Vert.A1 microscope (Zeiss, Oberkochen, 

Germany) equipped with a Zeiss N-Acroplan 5x objective (numerical aperture [NA]0.15, 

Zeiss, Oberkochen, Germany). Colonies of each field were counted using Fiji software (NIH, 

Bethesda, Maryland). Results were illustrated with representative fields of clones and the 

means number of clones per field of three independent experiments. 

 

Time lapse microscopy 

Time-lapse microscopy was performed on a Zeiss AxioObserverZ1 fluorescence 

microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) equipped with a 10x ECPLAN (numerical aperture 

[NA] 0.3), an Axio mRm camera, a Lambda DG4 excitation source (Sutter Instrument 

Company, Novato, California), a DsRed Filter (Zeiss Filter Set 43HE, Zeiss, Oberkochen, 

Germany) and an incubation Unit (XL Unit, Pecon, Erbach, Germany). The interior of the 

incubator surrounding the entire microscope system was heated to 37°C and the CO2 level 

was regulated to 5%. Cells were labeled with DilC12 (17µg/ml) and seeded at 30000 per well 

in 15µ slide 8 wells (Ibidi, Martinsried, Germany) with complete medium 24h before 

microscopy. Images were acquired with the Zen software (Zeiss, Oberkochen, Germany) at a 

rate of 1 image per time interval of 10 minutes during 6h. The Plugin MTrack2 implemented 

in the Fiji software (NIH, Bethesda, Maryland) enabled to obtain the trajectory (xy-path) of 

each cell. Cell migration was assessed as the total path length in micrometers 

 

Stable transfection procedure 

HCC827 or HCC827GR6 cells were plated on 6-well plates (800000 per well) and 

transfected the next day with pGL4.51 vector and FuGENE HD tranfection reagent (Promega,  

Madison, Wisconsin ; 2 μg DNA / 8 μl FuGENE reagent in 2 mL complete medium). After 24h 

of incubation, cells were cultivated in complete medium with neomycin (600 µg/ml) for 36 

days. At the end of the selection step, the stably transfected cell lines were named 
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respectively HCC827-luc and HCC827-GR6-luc and maintained in complete medium without 

neomycin. 

 

In vitro bioluminescence imaging 

Bioluminescence of HCC827-luc and GR6-luc cell lines were evaluated in 96-wells 

plate (BD bioscience, Franklin Lakes, New Jersey) at the indicated concentration in 25 ul of 

complete medium per well. Luciferin at 0.3 mg/ml in 25ul of PBS was added in each well. A 

bioluminescence imaging was immediately performed with an IVIS Lumina XR apparatus 

(Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts) at an automatically determined exposure time and 

repeated every 5 minutes during 30 minutes. Average radiance (photons-1sec-1cm-2sr-1) of 

each well at luminescent peak was quantified using IVIS Living Image version 4.3.1 (Perkin 

Elmer, Waltham, Massachusetts) to describe the bioluminescence of both cell lines. 

 

In vivo bioluminescence imaging 

Mice were anesthetized with isoflurane 2% and 250000 HCC827-luc or GR6-luc cells 

suspended in 100ul of PBS were injected into their heart. Left or right ventricle injection 

were controlled by bioluminescence imaging with an IVIS Lumina XR spectrum 40 minutes 

after intracardiac injection and 10 minutes after subcutaneous administration of luciferin 

150 mg/kg. 35 days after the intracardiac injection, anesthetized mice were injected 

subcutaneously with luciferin 150 mg/kg, and bioluminescence imaging was immediately 

performed every 5 minutes during 30 minutes with automatically determined time 

exposure. Average radiance of each mouse at luminescent peak was calculated for all 

experiments using IVIS Live imaging.  

 

Immunohistochemistry  

IHC was performed using BenchMark XT (Ventana, Oro Valley, Arizona) automated 

IHC stainer using 3,3’-diaminobenzidine (DAB) revelation and hematoxylin counter-staining 

(Bluing Reagent, Ventana, Oro Valley, Arizona). MET antibody (Ventana, Oro Valley, Arizona, 

790-4430, SP44 clone), prediluted by the manufacturer, was incubated 16 seconds after 

basic CC1 pre-treatment. Phospho-MET (Tyr1234/Tyr1235) antibody (Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts 3077, D26 clone) was incubated 32 seconds at a 1/100 dilution with basic 

CC1 (Ventana, Oro Valley, Arizona) and protease 3 (Ventana, Oro Valley, Arizona) 
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endopeptidase pre-treatment. E-cadherin antibody (Invitrogen, Carlsbad, California, 180223, 

4A2C7 clone) is diluted at 1/25 with CC1, and ZEB1 antibody (Novusbio, Littleton, Colorado, 

23484, 2A8A6 clone) at 1/500. Vimentin (Ventana, Oro Valley, Arizona, 790-2917, V9 clone) 

antibody is pre-diluted by the manufacturer. Immunohistochemistry was evaluated using the 

H-score method, corresponding to the percentage of stained tumoral cells at each intensity. 

The staining intensity was evaluated within a scale ranging from 0–3 and divided into 4 

categories, no staining : 0,  weak : 1, intermediate : 2 and strong staining : 3. H-score was 

defined as a continuous variable ranging from 0 to 300 and was determined using the 

formula : 1 × (percentage of intensity score 1 cells) + 2 × (percentage of intensity score 2 

cells) + 3 × (percentage of intensity score 3 cells). 

 

 

Patients and clinical data analysis 

We previoulsy published a multicentric retrospective observational cohort of patients 

with a metastatic EGFR mutated NSCLC, exhibiting MET amplification or high MET 

overexpression on a re-biopsy performed after TKI EGFR progression identified among 15 

French centers (Article 1). Inclusion criteria in this study were documented diagnosis of 

metastatic NSCLC, detection of an EGFR mutation on tumor sample at diagnosis, treatment 

with at least one EGFR TKI and detection of MET overexpression or MET amplification after 

the time of clinical or radiological progression on EGFR TKI. The study was approved by a 

national ethic committee (CEPRO 2016-001). MET overexpression was defined as a 3+ MET 

Immunoscore (≥ 50% of tumor cells showing high-intensity staining) on MET 

immunochemistry using MET monoclonal antibody (clone SP44 Ventana). MET amplification 

was defined by Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) as a mean MET GNC per cell ≥ 6, or 

a Ratio MET/CEP7 ≥ 2, or the presence of MET clusters. In the present work, the time to new 

metastasis after EGFR TKI tumoral progression was measured from the date of EGFR TKI 

RECISTv1.1 progression to the date of first progression with a new lesion after EGFR TKI 

progression. The time to new metastasis after EGFR TKI tumoral progression were described 

with Kaplan-Meier Method and compared between the study groups with log-rank test. 

Hazard ratios were obtained with Cox model. Bivariate comparisons between the two study 

groups (amplified vs non amplified) were made using Student t test for  Gaussian continuous 

variables, Mann-Whitney U test for non-Gaussian continuous, Chi-Square test (or Fisher’s 
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exact test when the expected cell frequency was <5) for categorical variables, as 

appropriate. All statistical testing was conducted at the 2-tailed α level of 0.05. Data were 

analyzed with GraphPad Prism software version 7 (GraphPad software, San Diego California). 
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Résumé 

(Nombre de mots : 124) 

 

Les mutations conduisant à un saut de l’exon 14 du gène codant pour le récepteur tyrosine 

kinase (RTK) MET constituent une nouvelle classe d’altérations moléculaires décrites dans 

différentes pathologies néoplasiques dont les cancers bronchiques non à petites cellules 

(CBNPC). Ces mutations, appelées MET14 semblent associées à une efficacité des 

inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) de MET. Cette synthèse revient sur les mécanismes 

moléculaires responsables du saut de l'exon 14 de MET ainsi que sur les conséquences de la 

perte de cet exon sur l’activité du récepteur. Nous décrivons ensuite les caractéristiques 

cliniques des patients porteurs d’une mutation MET14. Enfin, nous abordons les 

problématiques liées à la détection de ces mutations dans les cancers pulmonaires, et la 

nécessité d’anticiper la résistance aux inhibiteurs de MET. 
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Titre : Les mutations des sites d’épissage de l’exon 14 de MET 

Title : MET exon 14 splicing sites mutations : a new therapeutic opportunity in lung 

cancer 

 

Abstract  

(107 words) 

The mutations leading to MET exon 14 skipping represent a new class of molecular 

alterations described in various cancers including non-small cell lung cancer (NSCLC). 

Several cases of NSCLC carrying such alterations and displaying objective response to MET 

tyrosine kinase inhibitors (TKIs) were recently published. This review summarizes the 

molecular mechanisms responsible for MET exon 14 skipping as well as the consequences of 

the loss of this exon on the receptor activity. We also describe the clinical characteristics of 

patients with MET14 mutations. Finally, we address the issues related to the detection of 

these mutations in lung cancers, and the need to anticipate resistance to MET inhibitors.  
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Le récepteur MET 

MET est un récepteur tyrosine kinase (RTK) principalement exprimé dans les cellules 

d’origine épithéliale. Il est activé par son ligand l’HGF (Hepatocyte Growth Factor également 

appelé Scatter Factor) [1]. MET est constitué de deux sous-unités α et β reliées par un pont 

disulfure. Le domaine extracellulaire du récepteur comprend un domaine SEMA en N-

terminal (formé de la sous-unité α ainsi que des premiers acides aminés de la sous-unité β), un 

domaine plexine-semaphorine-integrine (PSI) et 4 domaines immunoglobulin-like (IPT). La 

région intracellulaire contient un domaine juxtamembranaire, un domaine tyrosine kinase et 

une queue C-terminale (figure 1) [2,3]. L’interaction de MET avec son ligand provoque sa 

dimérisation et son auto-phosporylation sur deux résidus tyrosine du domaine catalytique 

(Y1234 et Y1235). D’autres résidus tyrosine, situés en dehors du domaine kinase, comme la 

tyrosine 1003 dans le domaine juxtamembranaire et les tyrosines 1349 et 1356 de la queue C-

terminale, sont à leur tour phosphorylés (figure 1) [4,5]. La phosphorylation des résidus situés 

en C-terminal permet le recrutement de plusieurs effecteurs de signalisation importants 

comme GAB1, GRB2, SHC, PI3K, SRC, STAT3 et la PLC. La voie HGF/MET est 

essentielle au développement embryonnaire. Elle est en particulier nécessaire à la formation 

des organes épithéliaux, du foie, du placenta, des muscles, des neurones et des alvéoles 

pulmonaires [6–10]. Chez l’adulte, elle joue par ailleurs un rôle important dans plusieurs 

processus physiologiques comme la cicatrisation cutanée ou la régénération hépatique [11–

13]. 

 

 

 

 

 



 117 

Figure 1 : Représentation des principaux domaines fonctionnels du récepteur MET. Les 
résidus phosphorylables sont indiqués en rouge. 

 

 

Les dérégulations de MET dans les cancers 

En pathologie humaine, une activation de la voie HGF/MET est observée dans de 

nombreux cancers. Plusieurs mécanismes de dérégulation de cette voie peuvent être impliqués 

tels que la surexpression de MET ou de son ligand, l’amplification du gène codant MET ou 

encore les mutations activatrices du domaine kinase du récepteur (figure 2). La surexpression 

de l’HGF ou de MET est constatée dans de nombreux cancers et se trouve fréquemment 

associée à un mauvais pronostic [14–20]. La sécrétion d’HGF par la tumeur est de plus 

associée à une résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) d’EGFR dans les cancers 

bronchiques non à petites cellules (CBNPC) EGFR mutés [21,22]. La valeur prédictive de la 
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surexpression de MET d’une efficacité des inhibiteurs de MET n’a pas été démontrée [23] 

L’amplification du gène MET est, quant à elle, retrouvée dans 1 à 5% des cancers gastriques 

et pulmonaires [24–26]. Cette altération est responsable d’une synthèse massive du récepteur, 

ce qui provoque son activation, indépendamment de la présence de son ligand. Plusieurs 

études préliminaires suggèrent que l’amplification de MET est associée à une efficacité des 

inhibiteurs de MET dans les CBNPC [27–29]  Par ailleurs, l’amplification de MET est un 

mécanisme de résistance aux inhibiteurs d’EGFR dans les CBNPC EGFR-mutés [30]. Enfin, 

les mutations du domaine kinase de MET ont d’abord été découvertes au niveau germinal 

chez des patients atteints de cancers rénaux héréditaires [31]. Par la suite, des mutations 

somatiques du domaine kinase de MET ont été identifiées dans des cancers rénaux 

sporadiques, et plus rarement dans des cancers pulmonaires et ORL. Ces mutations, comme la 

D1228N, la Y1235D et la M1250T, sont capables d’induire une activation constitutive de 

l’activité kinase de MET et semblent associées à une efficacité des inhibiteurs de MET 

[32,33].  

Le développement du screening moléculaire massif en cancérologie a récemment 

permis la mise en évidence, dans les CBNPC, d’une nouvelle classe de mutations 

dérégulatrices de MET. Ces mutations, appelées MET14, sont situées à proximité des 

jonctions intron-exon de part et d’autre de l’exon 14. Elles touchent des sites critiques de 

l’ARN pré-messager de MET, normalement reconnus par des ribonucléoprotéines nucléaires 

lors du processus d’épissage (point de branchement, séquence polypyrimidique, sites 

d’épissage donneurs et accepteurs). Une altération de ces sites aboutit à un saut de l’exon 14 

au cours de son épissage. Plusieurs cas de réponses tumorales aux ITK de MET ont de plus 

été décrits chez des patients présentant une mutation MET14.   
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Figure 2 : Les différents modes de dérégulation de la voie HGF/MET dans les cancers. 

 

 

 

La découverte des mutations responsables d’un saut de l’exon 14 de MET dans les 
CBNPC 

En 2003, Ma et al. rapportent pour la première fois l’existence de mutations 

introniques en amont de l’exon 14 de MET susceptibles d’induire un épissage alternatif de 

l’ARN messager, responsable d’un saut de l’exon 14 [34]. L’analyse de l’ADN 

complémentaire d’une cohorte de 127 CBNPC a ensuite permis de mettre en évidence cet 

épissage et la perte de l’exon 14 chez 1 patient [35]. Le lien entre mutations somatiques 

affectant les sites d’épissage encadrant l’exon 14 et saut d’exon a finalement été formellement 

démontré en 2006 grâce à la comparaison des séquences d’ADN génomique et d’ADN 
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complémentaire de 2 biopsies d’adénocarcinome bronchique et de la lignée cellulaire issue 

d’un CBNPC, NCI-H596 (ATCC HTB-178) [36]. Par ailleurs, d’autres mutations ont été 

décrites, affectant cette fois directement l’exon 14 et non les sites d’épissage. Toutefois ces 

mutations dont la prévalence reste mal connue ont des conséquences fonctionnelles très 

limitées, ne provoquent pas d’activation de MET, et ne semblent pas associées à une efficacité 

des inhibiteurs de MET. Nous ne les aborderons pas dans cette revue [37–39]. 

En 2014, la caractérisation de 230 adénocarcinomes pulmonaires par séquençage de 

l’exome combiné au séquençage du transcriptome a révélé un taux relativement élevé 

(environ 3%) de mutations somatiques survenant sur les sites d’épissage de l’exon 14 et 

conduisant à un saut de l'exon 14 [40]. Un an plus tard, l’analyse de l’ADN génomique de 

38028 tumeurs par séquençage de nouvelle génération a confirmé la présence de ces 

mutations dans 3% des adénocarcinomes pulmonaires, mais également dans 2,3 % des 

tumeurs pulmonaires non adénocarcinomateuses, et dans 0,4% des gliomes. Cette étude a 

aussi mis en évidence une grande diversité au sein de ces mutations avec l’identification de 

126 variants [41]. Plus de 160 altérations différentes, touchant des séquences consensus 

nécessaires à un épissage normal, ont depuis été répertoriées (figure 3A) [42]. A l’extrémité 5’ 

de l’exon 14, ces anomalies correspondent en majorité à des délétions, à des insertions, ou à 

des modifications complexes combinant à la fois des délétions et insertions. Elles touchent 

principalement le site d’épissage accepteur, le point de branchement ou la séquence 

polypyrimidique. Les altérations situées à l’extrémité 3’ de l’exon 14 sont principalement des 

mutations ponctuelles affectant le site donneur d’épissage. Toutes ces altérations sont 

susceptibles d’entrainer le saut de l’exon 14 lors de l’épissage.  
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Figure 3 : Implication de l’exon 14 dans la régulation de MET 
(A) Schéma de l’exon 14 situé entre les positions génomiques g.116411902 et g.1164122042 (Homo 
sapiens chromosome 7, GRCh37, GenBank: CM000669.1) ou entre les positions c.2888 et c.3088 
(transcript ID ENST00000397752) de l’ADN complémentaire. Le point de branchement, la séquence 
polypyrimidique et les sites accepteur et donneur d’épissage sont représentés. Entre parenthèse : 
prévalence de chaque type de mutation MET14 dans Frampton et al. parmi l’ensemble de patients 

muté MET14. Sur la séquence d’acides aminés codée par l’exon 14, les principaux sites de 
régulation négative sont respectivement représentés en rouge.  
  
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000105976;r=7:116672390-116798386;t=ENST00000397752
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000105976;r=7:116672390-116798386;t=ENST00000397752


 122 

 

Conséquences fonctionnelles du saut de l’exon 14 sur la régulation de MET  

Bien que l’étude des mutations induisant la perte de l’exon 14 soit relativement 

récente en cancérologie, l’implication du domaine juxtamembranaire codé par cet exon dans 

le contrôle de l’activité de MET est connue depuis les années 1990. En effet plusieurs sites de 

régulation négative de MET ont été caractérisés dans la région du domaine juxtamembranaire 

codée par l’exon 14. 

Le premier mécanisme de régulation négative identifié dans le domaine 

juxtamembranaire est la phosphorylation de la sérine 985 (figure 3A). Cette phosphorylation 

inhibe la phosphorylation des résidus tyrosine du domaine kinase et C-terminal de MET, et 

permet ainsi de contrôler la réponse cellulaire au ligand, l’HGF [43]. La sérine 985 est 

phosphorylée par la protéine kinase C (PKC) et déphosphorylée par la phosphatase 2A 

(PP2A) [44]. Ainsi, après une lésion hépatique, l’activation de MET par l’HGF, requise pour 

la régénération tissulaire, est associée à une diminution de la phosphorylation de la sérine 985 

[45]. Ceci suggère l’implication de la sérine 985 dans la régulation physiologique de l’activité 

de MET. La délétion de l’exon 14 pourrait donc conférer une résistance aux signaux 

inhibiteurs transmis par la PKC et ainsi favoriser l’activation de MET (figure 3B). 
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Figure 3 : Implication de l’exon 14 dans la régulation de MET 
(B) Schéma du récepteur MET, activé par son ligand l’HGF. Le domaine juxta-membranaire est le 
site de plusieurs mécanismes de régulation négative telles que la phosphorylation PKC-dépendante de 
la sérine 985 qui conduit à l’inhibition de l’activité tyrosine kinase du récepteur, ou la phosphorylation 
ligand dépendante de la tyrosine 1003 qui entraine le recrutement de l’E3-ubiqitine ligase sur le site 
DpYR et provoque ainsi l’ubiquitiniation suivie de la dégradation lysosomale du récepteur. La 

délétion du domaine juxta-membranaire codé par l’exon 14 pourrait conduire à une augmentation de la 

stabilité du récepteur et de son activité tyrosine kinase. Le ciblage de MET par des inhibiteurs de 
tyrosine kinase tel que le crizotinib, le capmatinib et le cabozantinib pourrait constituer une stratégie 
thérapeutique efficace chez les patients atteints d’une tumeur porteuse d’une mutation perte de l’exon 

14 de MET. 
 

 

 

Le deuxième résidu du domaine juxtamembranaire impliqué dans l’inhibition de MET 

est la tyrosine 1003 (figure 3A). Après l’activation de MET, la Tyr1003 est phosphorylée 

permettant le recrutement de l’E3 ubiquitine ligase CBL (Casitas B-lineage Lymphoma) via 

notamment son domaine TKB (Tyrosine Kinase Binding domain). Ceci entraine une 

ubiquitination de MET et induit la dégradation du récepteur (figure 3B) [46]. Une mutation de 

la Tyr1003 est suffisante pour bloquer l’interaction de MET avec CBL et son ubiquitination. 
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Ceci conduit à une stabilisation du récepteur et à un potentiel oncogénique plus important de 

la forme MET mutée Tyr1003 comparée à la forme sauvage [47].   

Le troisième site de régulation négative présent dans l’exon 14 est un site impliqué 

dans les clivages de MET par les caspases durant l’apoptose. Sous l’effet d’un stress et en 

l’absence de ligand, MET est d’abord clivé sur un site consensus caspase au niveau de sa 

queue C-terminale. Ce clivage initial est suivi d’un second clivage caspase au niveau de 

l’acide aspartique 1002 situé dans un motif ESVD codé par l’exon 14 (figure 3A). Ceci 

permet la formation d’un fragment cytoplasmique C-terminal de 40 kDa (p40-MET) 

contenant le domaine tyrosine kinase [48,49]. Ces clivages caspases diminuent fortement la 

quantité de récepteur MET pleine longueur fonctionnel pendant l’apoptose. Ils permettent 

également de former un fragment de MET capable d’amplifier l’apoptose en favorisant la 

perméabilisation mitochondriale [50]. Les clivages caspases de MET constituent ainsi un 

mécanisme de régulation négative supplémentaire, situé dans le domaine juxtamembranaire et 

perdu par épissage de l’exon 14.  

La partie du domaine juxtamembranaire de MET codé par l’exon 14 comprend donc 

plusieurs sites qui permettent de prévenir l’activation de MET ou de convertir MET en un 

facteur pro-apoptotique. L’épissage de cet exon pourrait donner aux cellules porteuses d’une 

mutation MET14 un avantage en termes de prolifération et de survie. 

 

Caractéristiques histologiques, cliniques, et moléculaires des cancers présentant des 

mutations induisant un saut de l’exon 14 de MET 

Les mutations MET14 ont été observées dans différents types de tumeurs dont les 

cancers pulmonaires (2.6% à 22%), les glioblastomes (0.4%) et plus rarement dans d’autres 

pathologies néoplasiques (sarcomes des tissus mous, carcinomes urothéliaux, carcinomes à 

cellules de Merkel, cortico-surrénalomes, cancers du rein, carcinomes hépatocellulaires) 
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[41,42,51]. Parmi les cancers pulmonaires, le taux de mutations des sites d’épissage de l’exon 

14 semble particulièrement élevé dans les adénocarcinomes (2.6 à 3.2%) [41,52,53], les 

tumeurs sarcomatoides (2.6% à 31.8%) [39,42,52–54], et les carcinomes adénosquameux (4 à 

8,2%) [42,52]. Les mutations MET14 ont également été observées à des fréquences plus 

faibles dans d’autres tumeurs pulmonaires : les cancers épidermoïdes (2,1%), les carcinomes à 

grandes cellules (0.8%), les CBNPC sans autre spécificité, et les cancers bronchiques à petites 

cellules [41,42,52,53,55].  

Schrock et al. ont décrit les caractéristiques cliniques d’une série de 298 patients 

atteints d’un cancer pulmonaire avec une mutation des sites d’épissage de l’exon 14 de MET. 

Il s’agit de patients âgés (âge médian : 73 ans) en majorité de sexe féminin (60%). Dans cette 

étude, les données concernant le statut tabagique n’étaient disponibles que pour 36 patients 

dont 25 étaient non-fumeurs. La faible charge mutationnelle observée dans les tumeurs 

MET14, suggère effectivement qu’une proportion importante de ces patients pourraient être 

non-fumeurs [42]. D’autres études retrouvent des caractéristiques cliniques similaires à celles 

rapportées dans l’étude de Schrock, se traduisant principalement par un âge plus élevé que 

dans les autres CBNPC, un sex-ratio proche de 1, et une proportion de non-fumeurs de 30 à 

50%. L’impact des mutations MET14 sur la survie n’a pas encore été étudié de façon 

exhaustive. Tong et al. ont cependant réalisé une analyse de survie sur 687 patients atteints de 

CBNPC de différents stades. Dans cette étude, l’analyse multivariée montre que les mutations 

des sites d’épissage de l’exon 14 de MET, l’amplification de MET et le stade avancé sont des 

facteurs indépendants de mauvais pronostic [53]. Enfin, dans les populations asiatiques 

atteintes d’adénocarcinome bronchique, la fréquence de mutations MET14 semble plus 

faible que dans la population caucasienne (0.9 à 1.8%) [56,57].  

Les mutations entrainant la perte d’exon 14 ont été détectées principalement par des 

techniques recherchant de façon multiplexée de nombreuses autres altérations génétiques 
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[36,37,41,42,51,54,58–62]. Dans la plupart des cas, ces mutations ne sont pas associées à 

d’autres altérations de drivers oncogéniques comme les mutations EGFR, KRAS, HER2, ou 

les réarrangements impliquant les gènes ALK, ROS1, et RET. Plusieurs publications ont 

néanmoins observé une association fréquente avec certaines altérations génétiques touchant la 

voie p53. Par exemple, dans l’étude de Schrock et al., 34.6% des tumeurs avec une mutation 

des sites d’épissage de l’exon 14 présentaient une amplification de MDM2 [42]. Plus rarement 

des mutations de BRAF, de KRAS ou de la PI3KCA ont été détectées en association avec des 

mutations MET14 [52,53]. 

Plusieurs travaux ont décrit une association entre les mutations des sites d’épissage de 

l’exon 14 de MET et l’amplification de MET. Grâce à une analyse NGS, Awad et al. ont par 

exemple évalué le nombre de copies de MET dans des CBNPC de différents stades. Dans 

cette étude, un ratio MET/chromosome 7 (CEP7) supérieur à 3 définissait un gain de copie de 

MET considéré comme élevé, tandis qu’un ratio compris entre 1 et 3 représentait un gain de 

copie considéré comme bas. Avec ces critères, un gain élevé de copie de MET a été observé 

chez 21% des patients avec une mutation des sites d’épissage de l’exon 14 et un gain faible 

chez 29% [52]. De façon intéressante, le ratio MET/CEP7 était significativement plus élevé 

dans les CBNPC porteurs d’une mutation MET14 de stade IV comparés aux stades I-III, 

suggérant que l’amplification de MET pourrait favoriser la progression des tumeurs MET14. 

Tong et al. ont également mis en évidence une association significative entre les mutations 

des sites d’épissage de l’exon 14 de MET et l’augmentation du nombre de copies de MET 

définie en FISH par un nombre de copies de MET ≥5, un ratio MET/CEP7 ≥2 ou la présence 

de cluster de MET [53]. Enfin Schrock a observé par NGS une prévalence relativement élevée 

de l’amplification de MET en cas de mutation de perte de l’exon 14 de MET (14.8%) [42].  

Comme la perte de l’exon 14 de MET empêche la dégradation du récepteur, une 

augmentation de l’expression de MET sur les prélèvements tumoraux était attendue. Tong et 
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al. ont ainsi montré une association significative entre les mutations des sites d’épissage de 

l’exon 14 de MET et l’intensité du marquage en IHC de MET [53]. Cependant, il est important 

de noter qu’au moins une mutation des sites d’épissage de l’exon 14 de MET a été détectée 

dans un prélèvement tumoral avec un faible niveau d’expression de MET en IHC [52]. 

 

Les mutations induisant un saut de l’exon 14 de MET, un biomarqueur prédictif de 

l’efficacité des inhibiteurs de MET ? 

MET est perçu comme une cible potentielle pour le traitement de plusieurs cancers. 

Plus de 300 essais cliniques sont actuellement en cours pour évaluer l’efficacité et la tolérance 

de thérapies dirigées contre MET, ou contre son ligand l’HGF. Bien que plusieurs études 

évaluant des approches thérapeutiques ciblant MET dans des populations non sélectionnées 

ont rapporté des résultats décevants, des données récentes suggèrent que des inhibiteurs de 

MET comme le crizotinib (ITK ciblant à la fois MET, ALK et ROS1, et disposant d’une 

AMM dans le traitement des cancers pulmonaires réarrangés ALK ou ROS1) pourraient être 

actifs contre certaines tumeurs présentant une amplification de MET [29]. La découverte des 

mutations des sites d’épissage de l’exon 14 de MET a rapidement conduit à évaluer 

l’efficacité des inhibiteurs de MET dans ces tumeurs, d’abord de façon sporadique puis dans 

le cadre d’essais cliniques évaluant différents ITK MET comme le crizotinib, le capmatinib, 

le tepotinib ou le savolitinib (tableau 1). 
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Tableau 1 : essais cliniques ciblant les CBNPC avec des mutations des sites d'épissage de 
l'exon 14 de MET (ClinicalTrial.gov juillet 2017)  
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Plusieurs cas de patients avec une mutation MET14, présentant une réponse 

objective après un traitement par un ITK MET, ont été rapportés (tableau supplémentaire 1) 

[41,42,52,54–56,63,64]. Ces patients étaient tous porteurs d’un cancer du poumon (le plus 

souvent un adénocarcinome), à l’exception d’un cas de sarcome histiocytique [41]. Les 

inhibiteurs de MET utilisés étaient le crizotinib, le capmatinib, et le cabozantinib. Les 

résultats préliminaires d’une étude de phase 1, l’essai PROFILE 1001, qui évalue un 

traitement par crizotinib chez les patients atteints d’un CBNPC de stade avancé porteur d’une 

mutation des sites d’épissage de l’exon 14 de MET, ont rapporté 11 réponses partielles sur 28 

patients évaluables, soit un taux de réponse de 39% (IC95% 22-59), avec une survie sans 

progression médiane de 8 mois (IC95% 6,9-10,8) [65]. 

Bien que l’interprétation de l’ensemble de ces données soit limitée par le petit nombre de 

patients, et par des biais de sélection, le taux et la durée des réponses tumorales rapportées 

sont compatibles avec celles obtenues avec les thérapies ciblées dans d’autres modèles 

d’addiction oncogénique. Il est important de noter que les réponses obtenues sous ITK MET 

concernaient à la fois des patients fumeurs et non-fumeurs, des patients avec ou sans gain de 

copie de MET, et des patients avec ou sans atteinte de la voie p53. De façon surprenante, un 

patient atteint d’un CBNPC à la fois porteur d’une mutation des sites d’épissage de l’exon 14 

de MET et d’une mutation activatrice de PIK3CA a présenté une réponse partielle au 

crizotinib [59]. Cette observation va à l’encontre des données de réponse au crizotinib 

obtenues in vitro avec la lignée NCI-H596 également porteuse d’une mutation MET14 et 

d’une mutation PIK3CA [56]. Plusieurs essais cliniques, de phase I ou II, évaluant différents 

ITK MET sont actuellement en cours dans le traitement des cancers mutés MET. Ils évaluent 

notamment le crizotinib (NCT02034981, NCT00585195, NCT02465060 (subprotocol C2), le 

capmatinib (NCT02414139, NCT02750215), le tepotinib (NCT02864992), le merestinib 
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(NCT02920996), le glesatinib (NCT02544633), le sitravatinib (NCT02219711) et le 

savolitinib (NCT02897479) (tableau 1). 

 

Perspectives  

 

Un nouveau type de mutations en oncologie thoracique 

Jusqu’à présent, les mutations des récepteurs tyrosine kinase connues pour induire une 

addiction oncogénique dans le cancer pulmonaire étaient principalement des mutations 

activatrices du domaine tyrosine kinase. Les mutations des sites d’épissage de l’exon 14 sont 

d’un autre ordre. Elles entrainent la perte d’une partie du récepteur MET, ce qui a comme 

conséquence de supprimer plusieurs sites de régulation négative. Du fait de ce mécanisme 

inédit, toutes les conséquences fonctionnelles de ces mutations n’ont pas encore été explorées. 

Il est ainsi difficile de savoir si une stimulation par l’HGF est nécessaire à l’activation du 

récepteur MET amputé de l’exon 14.  

Il est par ailleurs important de noter qu’à la différence des mutations EGFR et des 

réarrangements ALK, les mutations perte d’exon 14 de MET surviennent régulièrement chez 

les patients fumeurs, ce qui pourrait avoir un impact important puisque que ce tabagisme est 

associé à une plus haute charge mutationnelle [42] et une sensibilité moindre aux ITKs . De 

plus, l’existence de mutations dans d’autres oncogènes pourrait affecter la sensibilité aux ITK 

des tumeurs mutées MET, comme cela a été constaté avec le crizotinib dans la lignée NCI-

H596 porteuse également d’une mutation PIK3CA. Les altérations fréquentes de la voie p53 

pourraient refléter la forte proportion de fumeurs parmi les patients porteurs d’une mutation 

des sites d’épissage de l’exon 14 de MET et pourraient entraver la réponse aux ITK MET. 

Cependant des cas de réponses objectives ont été rapportés malgré la présence d’une 

amplification de MDM2 ou d’une mutation TP53 [41,61,63].  
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La sensibilité des tumeurs porteuses de mutations MET14 à d’autres traitements que 

les thérapies ciblées a été très peu étudiée. Sabari et al. ont rapporté un faible taux de réponse 

(6,7%) parmi 15 patients traités par immunothérapie pour un CBNPC [66]. Dans une analyse 

translationnelle associée à cette étude, on observait un niveau d’expression de PDL1 plutôt 

élevé (46% de tumeurs avec expression de PDL1 dans plus de 50% des cellules tumorales) 

mais une charge mutationnelle moins élevée que dans des tumeurs sans mutation MET14. 

 

La recherche des mutations des sites d’épissage de l’exon 14 de MET : un défi en 

pratique clinique 

- Comme les mutations des sites d’épissage de l’exon 14 de MET sont présentes 

chez un nombre restreint de patients, il est nécessaire de mettre en place une stratégie efficace 

pour identifier ces altérations afin de sélectionner les patients susceptibles de bénéficier des 

thérapies ciblant MET. Le NGS est une approche attractive dans ce contexte, du fait de sa 

large implantation dans les laboratoires de biologie moléculaire et de sa capacité à détecter 

simultanément un grand nombre d’altérations génétiques. Cependant, les régions introniques 

sont rarement incluses dans les panels ciblés de NGS ainsi que dans les analyses 

bioinformatiques. Le premier défi est donc d’adapter ces techniques de séquençage pour 

détecter toutes les mutations capables d’induire une perte de l’exon 14 de MET. Une 

optimisation de l’analyse bioinformatique est également requise pour détecter ces mutations 

de tailles et de séquences variables comme l’illustre l’étude de Frampton et al. dans laquelle 

les 120 altérations génétiques différentes aboutissant à une perte de l’exon 14 de MET ont été 

identifiées à l’aide d’une analyse bioinformatique appropriée [41]. La quantité et la qualité de 

l’ADN ainsi que le nombre limité de cellules tumorales des prélèvements fixés au 

formaldéhyde et inclus en paraffine (FFPE) sont également des paramètres importants 

pouvant affecter l’efficacité de détection de ces mutations. Une autre approche serait de 



 132 

détecter la perte de l’exon 14 directement sur l’ARN. Cependant, le séquençage de l’ARN se 

heurte à des problèmes de coût, de quantité de matériel nécessaire et à une plus délicate 

utilisation sur les prélèvements fixés que congelés, rendant son utilisation encore peu 

compatible avec la pratique clinique.  

 

L’émergence prévisible de mécanismes de résistance aux inhibiteurs de MET 

Comme dans les CBNPC avec mutation EGFR ou réarrangement ALK, il est anticipé 

que le traitement des CBNPC avec mutation MET par thérapies ciblées sera systématiquement 

suivi d’une progression tumorale due à l’émergence de mécanismes de résistance. Les 

mécanismes de résistances aux thérapies ciblées impliquent généralement des mutations du 

domaine kinase qui restaurent l’affinité pour l’ATP et/ou altèrent l’affinité aux ITK [67]. Il a 

ainsi été montré dans des modèles pré-cliniques d’addiction oncogénique à MET que les 

mutations des résidus D1228 et Y1230 du domaine kinase de MET sont responsables d’une 

résistance aux inhibiteurs de MET [68,69]. Plusieurs cas cliniques de CBNPC MET14 

présentant une résistance au crizotinib avec des mutations touchant ces résidus ont d’ailleurs 

été récemment publiés  [70–74]. D’autres mécanismes de résistance au ITK MET ont 

également été décrits dans des tumeurs non mutées MET présentant une addiction 

oncogénique à MET [69,75–79]. Il s’agit notamment d’altérations de MYC, de surexpression 

de ABCB1, de mutations de KRAS, d’amplifications de HER2, d’activation d’EGFR, ou de 

fusions de BRAF. Il est possible que de telles altérations participent à la résistance aux ITK 

MET dans les tumeurs présentant une mutation MET14. La construction de lignées 

cellulaires porteuses d’une mutation des sites d’épissage de l’exon 14 de MET et devenues 

résistantes aux ITK MET, ainsi que la constitution de séries de prélèvements tumoraux pré- et 

post- résistance aux ITK MET, pourraient permettre d’identifier et d’étudier les mécanismes à 

l’origine de résistance. 
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Inversement les mutations des sites d’épissage de l’exon 14 de MET pourraient 

conférer une résistance aux ITK ciblant d’autres récepteurs tyrosine kinase. De façon 

intéressante un adénocarcinome pulmonaire initialement porteur d’une mutation activatrice de 

l’EGFR et d’une mutation T790M a présenté au cours de sa prise en charge une mutation 

MET14 [51]. Bien que cela ne soit pas décrit dans cette étude, il est raisonnable de suspecter 

que la mutation induisant un saut de l’exon 14 de MET puisse conférer une résistance au ITK 

EGFR dans les cancers EGFR mutés de la même façon que l’amplification de MET, ou la 

surexpression d’HGF [22,30]. La comparaison de prélèvements tumoraux de patients avec un 

CBNPC EGFR muté avant et après traitement par ITK EGFR pourrait permettre d’identifier 

des cas impliquant les mutations MET14 dans la résistance. 

 

Conclusion 

 

Au total, les données compilées ici suggèrent que les patients atteints de CBNPC avec 

mutation des sites d’épissage de l’exon 14 de MET peuvent tirer bénéfice d’un traitement par 

inhibiteurs de MET. Bien que l’existence de processus biologiques conduisant à un saut de 

l’exon 14 de MET soit connue depuis plus d’une décennie, ces mutations n’ont été mises en 

évidence dans un nombre important de tumeurs humaines que depuis 3 ans. L’amélioration 

des techniques de séquençage et d’analyses bioinformatiques permettra probablement de 

mettre en évidence l’implication de sauts d’exon dans le développement d’autres pathologies 

humaines. Ainsi, il a récemment été montré que des mutations germinales induisant un saut de 

l’exon 14 de MET étaient responsables d’une forme autosomique dominante de dysplasie 

ostéo-fibreuse (DOF) [80]. Il parait plutôt déroutant de constater que ces mutations germinales 

n’induisent pas un plus haut risque de pathologies néoplasiques. Une explication pourrait être 

que les mutations MET14 nécessiteraient la survenue d’autres altérations génétiques pour 
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induire un processus cancéreux, comme cela est suggéré par leur fréquente association avec 

les amplifications de MDM2.  

De façon plus générale, l’identification d’un type d’altération moléculaire inédit 

affectant l’épissage ouvre des perspectives nouvelles. Par exemple, l’épissage alternatif du 

récepteur tyrosine kinase RON, apparenté à MET, a été découvert dans des xénogreffes 

d’adénocarcinomes pancréatiques dérivés de patients. Cette altération était associée in vitro à 

des capacités oncogéniques [81]. Comme dans le cas des mutations des sites d’épissage de 

l’exon 14 de MET, de nouvelles études sont nécessaires pour comprendre les conséquences 

fonctionnelles et l’implication clinique de telles altérations. 

 

Points forts généraux :  

- Les mutations des sites d’épissage de l’exon 14 du récepteur MET sont observées dans 

2 à 3% des cancers bronchiques non à petites cellules. 

- Il s’agit d’altérations majoritairement introniques, responsables d’un défaut de 

maturation de l’ARN messager de MET induisant un saut de l’exon 14 du récepteur. 

- L’exon 14 de MET code pour un domaine de régulation négative du récepteur ; sa 

perte entraine une dérégulation de la signalisation de MET. 

- Du fait de leur grande diversité, les mutations de sites d’épissage de MET nécessitent 

une optimisation des techniques de biologie moléculaire. 

- Plusieurs cas de réponse aux inhibiteurs de MET chez des patients atteints de cancer 

bronchique non à petites cellules présentant des mutations des sites d’épissage de 

l’exon 14 de MET ont été publiés. 

- Des mécanismes de résistance aux inhibiteurs de MET ont déjà été identifiés, 

consistant en l’acquisition d’une mutation du domaine kinase de MET.  
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Tableau supplémentaire 1 : Caractéristiques des patients présentant une tumeur porteuse d'une 

mutation des sites d'épissage de l'exon 14 de MET traités par un inhibiteur de MET. Ce tableau 

résume les données disponibles concernant les cas publiés de patients présentant une tumeur porteuse 

d’une mutation des sites d'épissage de l’exon 14 de MET traités par un inhibiteur de MET. (M/F-

Masculin/Féminin ; NA-Non Applicable ; GCN-Gene Copy number ; ITK-inhibiteur de tyrosine 

kinase ; IHC-immunohistochimie, FISH-Fluorescence In Situ Hyrbidization) 
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DISCUSSION 
 

 

L’amplification de MET est considérée comme l’une des voies de résistance aux ITK 

EGFR les mieux caractérisées dans les CBNPC EGFR mutés. Pourtant il n’existe actuellement 

que très peu de données sur les caractéristiques cliniques, et le pronostic des patients 

présentant une résistance médiée par MET. De plus, les conséquences de l’amplification de 

MET sur le phénotype des cellules tumorales n’ont jusqu’à présent pas été étudiées.  

Dans ce travail de thèse, une première publication (article 1) a permis de décrire les 

caractéristiques cliniques et le pronostic d’une cohorte rétrospective de 42 patients 

présentant un CBNPC EGFR muté avec une amplification ou une forte surexpression de MET 

après la progression sous ITK EGFR. Bien que limitée par son caractère rétrospectif et 

l’absence de centralisation des analyses moléculaires, cette étude constitue la plus grande 

cohorte de patients atteints d’un CBNPC EGFR muté avec une amplification de MET. De plus, 

il s’agit de la première série rapportant l’utilisation d’inhibiteurs de MET chez ces patients.  

Un deuxième travail en cours de publication (article 2) a permis d’analyser les 

conséquences de l’amplification de MET sur plusieurs réponses biologiques impliquées dans 

l’agressivité tumorale d’une lignée de CBNPC EGFR muté. Cette étude montre que 

l’amplification de MET lors de la résistance aux ITK EGFR induit un phénotype cellulaire 

agressif caractérisé entre autre par une transition épithélio-mésenchymateuse et une 

augmentation de la diffusion métastatique.  

Enfin un travail de synthèse (article 3) a été réalisé sur les mutations des sites 

d’épissage de l’exon 14 de MET. En effet, ces altérations, récemment caractérisées dans les 

CBNPC, constituent un possible biomarqueur prédictif de réponse aux inhibiteurs de MET. 

 

La bonne définition de l’amplification de MET 

 

A la différence d’une mutation qui est une variable binaire caractérisée par sa simple 

présence ou absence, éventuellement pondérée par sa fréquence allélique, l’amplification 

génique pose le problème du seuil retenu pour sa définition. Diverses techniques telles que 

la CGH, la qPCR, ou la FISH ont été utilisées pour détecter les amplifications de MET mais 
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toutes ont été confrontées à cette difficulté (Bean et al. 2007; Michèle Beau-Faller et al. 

2008; Cappuzzo et al. 2009; Schildhaus et al. 2015). Actuellement, si la FISH est considérée 

comme la technique de référence, il n’existe pas de consensus sur son seuil de positivité. 

Certaines études se fondent sur la mesure du nombre moyen de copies de MET, d’autres sur 

le ratio du nombre de copies de MET rapporté au nombre de copies du centromère 

chromosome 7 (ratio MET/CEP7) avec différents seuils proposés pour chacune de ces 

mesures (nombre moyen de copies de MET ≥ 5 (Cappuzzo et al. 2009; Casadevall et al. 

2015), ou ≥6 (Schildhaus et al. 2015) ; ratio MET/CEP7 ≥ 1.8 (Camidge et al. 2014) ou ≥ 2 

(Arcila et al. 2011; Noro et al. 2015) ou ≥ 2.2 (Kris et al. 2014; Watermann et al. 2015)). Le 

principal intérêt du ratio MET/CEP7 par rapport au simple nombre moyen de copies de MET 

est de séparer les « vraies » amplifications des polysomies. Cette distinction est importante 

d’un point de vue thérapeutique car les polysomies entrainent une augmentation du 

nombre de copies de l’ensemble des gènes portés par le chromosome 7. Elles pourraient 

donc ne pas s’avérer prédictives d’une situation d’addiction oncogénique à MET. Ainsi, 

Noonan et al. ont constaté dans une cohorte de 1164 adénocarcinomes bronchiques que 

seul un ratio MET/CEP7 ≥ 5 permettait de définir un groupe de patients ne présentant pas 

d’association avec d’autres drivers oncogéniques, ce qui pourrait être considéré comme un 

critère pertinent d’addiction oncogénique (Noonan et al. 2016). Un autre critère pourrait 

être le caractère prédictif de la réponse au traitement. Les résultats préliminaires d’une 

étude de phase 1 chez les patients présentant une amplification de MET ont montré une 

variation du taux de réponse au crizotinib selon le seuil du ratio MET/CEP7 (ratio MEP/CEP7 

≥ 1.8 and ≤ 2.2 : taux de réponse global (TRG) = 0%, ratio MET/CEP7 ≥ 2.2 and < 5 : TRG 

=20%, et ratio MET/CEP7 ≥ 5 : TRG =50%) (Camidge et al. 2014). Là encore, le seuil de 5 pour 

le ratio MET/CEP7 semble être le plus discriminant. 

Néanmoins, il est important de noter qu’un cas de réponse au crizotinib chez un 

patient présentant un nombre de copies de MET à 6.7 et un ratio MET/CEP7 à 1.2 a été 

rapporté (Yan Zhang et al. 2016). Par ailleurs, le ratio MET/CEP7 peut être pris en défaut car 

la région centromérique CEP7 peut elle-même être amplifiée sous estimant ainsi le rapport 

(Schildhaus et al. 2015; Schuller et al. 2015). Dans l’article 1 nous avons retenu la définition 

proposée par Schildhaus et al. qui retient pour la positivité de la FISH un ratio MET/CEP7 ≥ 2 

ou un nombre de copies de MET ≥ 6 ou la présence de clusters de MET (Schildhaus et al. 

2015). Cette définition relativement large correspond aux pratiques de l’ensemble des 
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centres de l’étude. De manière intéressante dans notre étude 2 patients présentaient une 

réponse à un ITK MET. L’un présentait un ratio MET/CEP7 à 5.1 et un nombre moyen de 

copies de MET à 12 et l’autre un ratio MET/CEP7 1.76 et un nombre moyen de copies de 

MET à 6.85. Les résultats des essais cliniques en cours chez les patients présentant une 

amplification de MET apporteront probablement un éclairage décisif sur la manière de 

définir l’amplification, ou du moins le groupe de patients présentant une anomalie du 

nombre de copies de MET et une sensibilité à l’inhibition du récepteur. Enfin, l’utilisation 

croissante du séquençage de nouvelle génération pour évaluer les variations de nombre de 

copies des gènes pourrait à nouveau modifier les critères utilisés pour définir l’amplification 

de MET, notamment en apportant des informations sur la taille exacte de la zone amplifiée. 

 

Un profil classique de patient EGFR muté ? 

 

Les caractéristiques cliniques des patients inclus dans l’article 1 étaient semblables à 

celles habituellement décrites pour les patients atteints d’un CBNPC EGFR muté (Barlesi et al. 

2016). En effet, il a été observé dans notre cohorte un âge médian de 65 ans, ainsi qu’une 

majorité de femmes et de non-fumeurs. En outre, la prévalence des mutations EGFR, avec 

plus de 90% de délétions de l’exon 19 et de substitutions L858R de l’exon 21, était 

comparable à celle classiquement observée dans l’ensemble des CBNPC EGFR mutés 

(Johnson and Jänne 2005; M. Beau-Faller et al. 2014). Dans notre étude, le taux de réponse 

aux ITK EGFR était de 82%, la survie globale médiane de 36.2 mois IC95%[27.3-66.5] et la 

survie sans progression sous ITK EGFR médiane de 11.1 mois IC95%[7.6-14.1]. Le pronostic 

des patients inclus apparait donc similaire à celui des CBNPC EGFR mutés traités en première 

ligne par ITK EGFR de première et deuxième génération dans les essais historiques de phase 

III (Tableau 1 de l’introduction). De plus la médiane de survie post progression sous ITK EGFR 

de 18.5 mois IC95%[10.6-27.4] dans l’étude, correspond à celles rapportées dans les séries 

de CBNPC EGFR mutés rebiopsiés à progression sous ITK EGFR (14.3 à 20 mois) (Oxnard et al. 

2011; H. A. Yu et al. 2013; J.-M. Sun et al. 2013). Enfin, il n’a pas été observé de différence 

significative entre les patients présentant une amplification de MET et ceux présentant une 

simple surexpression de MET sans amplification que ce soit en termes de caractéristiques 

cliniques initiales, de survie globale, de survie sans progression sous ITK EGFR, de survie post 

progression sous ITK EGFR. L’effet pronostic négatif d’une augmentation du nombre de 
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copies de MET, décrit au diagnostic dans les CBNPC (Dimou et al. 2014; B. Guo et al. 2014), 

ne semble donc pas se retrouver dans les CBNPC EGFR mutés lors de la résistance aux ITK 

EGFR. Néanmoins, il est possible que le groupe de patients porteurs d’une surexpression de 

MET sans amplification soit lui-même différent du reste des patients EGFR-mutés en 

progression, et limite ainsi l’interprétation de ces résultats. Par ailleurs, il est mis en 

évidence dans l’article 2 que les patients présentant une amplification de MET ont la 

particularité de présenter une survie jusqu’à apparition de nouvelles métastases après la 

progression sous ITK EGFR, significativement plus courte que celle des patients ne 

présentant pas cette altération. Ceci suggère donc un rôle spécifique dans la diffusion 

métastatique, joué par l’amplification de MET, lors de la résistance aux inhibiteurs d’EGFR.  

 

MET, Métastases et TEM 

 

Dans l’article 2, nous montrons que l’amplification de MET permet non seulement 

d’induire une résistance aux ITK EGFR dans les cellules de CBNPC EGFR mutés, mais qu’elle 

entraine également in vitro une augmentation de la prolifération, de la croissance sans 

ancrage, de la formation de sphéroïdes de la résistance à l’anoikis, et de la migration. Ceci se 

traduit in vivo par une augmentation de la croissance tumorale et de la formation de 

métastases. Comme expliqué dans l’introduction de ce travail, l’induction par la voie 

HGF/MET de réponses biologiques comme la prolifération, la croissance sans ancrage, la 

résistance à l’apoptose, et la migration, constitue un programme de croissance invasive 

nécessaire au développement embryonnaire (Gentile and Comoglio 2004; Gentile, Trusolino, 

and Comoglio 2008). Dans les cancers, le détournement de ce programme lié à une 

dérégulation de la voie HGF/MET engendre un phénotype tumoral plus agressif. Ainsi, dans 

plusieurs modèles de cellules cancéreuses, il a ainsi été montré que la dérégulation de 

l’activité de MET via une sécrétion autocrine d’HGF permet de stimuler l’invasion, la mobilité 

cellulaire et la résistance à l’anoïkis (Vadnais et al. 2002; Minseon Park et al. 2005; Laser-

Azogui et al. 2014; Zeng et al. 2002). In vivo, Navab et al. ont observé que la surexpression 

de MET et d’HGF favorise la croissance tumorale de la lignée cellulaire de CBNPC H460 ainsi 

que la formation de métastases (Navab et al. 2009). Par ailleurs, l’inhibition de MET par un 

shRNA dans la lignée GTL16, dérivée d’un cancer gastrique et présentant une amplification 
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de MET, est responsable d’une inhibition de la prolifération, de la croissance sans ancrage, 

de l’invasion, de la croissance tumorale et de la formation de métastases (Corso et al. 2008).  

Dans les cellules de CBNPC EGFR muté, il a été montré qu’EGFR stabilise et 

transactive le récepteur MET. Dans ces cellules, MET est donc activé même en l’absence de 

ligand, ce qui favorise la migration induite par l’EGF et la formation de métastases cérébrales 

(Breindel et al. 2013). Cependant un effet additionnel, lié à l’amplification de MET sur le 

phénotype de cellules de CBNPC EGFR muté n’avait pas jusqu’à présent été étudié. De plus, 

dans notre étude, l’augmentation du potentiel métastatique constaté dans notre modèle 

cellulaire, semble trouver une traduction clinique puisque les patients porteur d’une 

amplification de MET présentent une vitesse de progression métastatique plus élevée que 

ceux ayant une simple surexpression de MET sans amplification. De manière étonnante 

relativement peu de données cliniques sont disponibles sur les conséquences de 

l’amplification de MET sur la diffusion métastatique dans les CBNPC. Benedettini et al. ont 

notamment rapporté dans une série de 17 patients une augmentation de l’expression et du 

nombre de copies de MET dans les métastases cérébrales comparées à la tumeur primaire 

(Benedettini et al. 2010). Une autre étude réalisée chez des patients opérés d’un CBNPC 

montre que les augmentations de nombre de copies de MET sont plus fréquentes dans les 

métastases ganglionnaires que dans la tumeur primaire (Tran et al. 2016). Ces données 

suggèrent que l’amplification de MET pourrait être un évènement relativement tardif dans la 

cancérogenèse mais qui favoriserait la diffusion métastatique des cellules tumorales. 

Dans l’article 2, nos résultats suggèrent que le phénotype agressif observé dans les 

cellules amplifiées MET peut être expliqué par un phénomène de transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM).  En effet, la TEM est un processus biologique qui conjugue, à des 

degrés variables, la perte des caractéristiques d’une cellule épithéliale comme la polarité 

apico-basale, la présence de jonctions serrées, ou l’expression de la E-cadhérine, à 

l’acquisition d’attributs mésenchymateux tels que l’expression de la vimentine, de la N-

Cadhérine, ou du facteur de transcription ZEB1 (Kalluri and Weinberg 2009). Ce processus, 

régulé par plusieurs facteurs de transcription comme SNAIL, SLUG ou ZEB1, favorise 

l’invasion des cellules cancéreuses et la progression métastatique (De Craene and Berx 2013). 

L’analyse de l’expression en IHC de la E-cadhérine et de la vimentine a permis de mettre en 

évidence l’apparition d’une TEM chez certains les patients EGFR mutés, lors de la 

progression sous ITK EGFR (Sequist et al. 2011). Nous montrons dans nos travaux que 
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l’amplification de MET engendre dans les cellules de CBNPC EGFR muté, une diminution de 

la E-cadherine au niveau protéique et une augmentation de l’expression des marqueurs 

mésenchymateux étudiés que sont la vimentine et ZEB1, à la fois au niveau transcriptionnel 

et protéique. Ce processus est de plus réversible puisque l’inhibition de l’activité de MET par 

un ITK permet de restaurer un phénotype épithélial. Ces résultats sont compatibles avec les 

données de la littérature sur MET et la TEM dans un contexte différent de celui de la 

résistance aux thérapies ciblées. En effet, il a été montré dans plusieurs lignées cellulaires 

que l’HGF comme d’autres facteurs de croissance est capable induire une TEM via 

l’activation de MET (De Craene and Berx 2013; Ogunwobi and Liu 2011). Par exemple dans la 

lignée BNL dérivée d’hépatocytes, l’HGF inhibe via l’activation d’AKT et de la voie COX-2 

l’expression de la E-cadherine et augmente celle de marqueurs mésenchymateux comme la 

vimentine, SNAIL, SLUG ou la fibronectine (Ogunwobi and Liu 2011). Dans d’autre lignées 

cancéreuses hépatiques, il a été montré que TEM induite par la voie HGF/MET implique la 

voie MAPK et le facteur de transcription Egr1 (Grotegut et al. 2006). Dans la lignée H69 de 

cancers bronchiques à petites cellules (CBPC), il a été rapporté une diminution de la E-

cadherine et une augmentation de l’expression de SNAIL en réponse à l’activation de MET 

l’HGF (Canadas et al. 2013). Ce phénotype était de plus caractérisé par une agressivité 

tumorale accrue ainsi qu’une résistance à l’étoposide (Canadas et al. 2013). Dans cette 

même étude, il a été observé une association entre la phosphorylation de MET et des 

marqueurs mésenchymateux comme vimentine, SPARC et SNAIL sur les prélèvements 

tumoraux de patients atteints de CBPC. L’expression de ces marqueurs était de plus corrélée 

à un mauvais pronostic. Dans les CBNPC EGFR mutés, un phénomène de TEM a été mis en 

évidence sur certains prélèvements tumoraux réalisés à la progression sous ITK EGFR 

(Sequist et al. 2011; J.-H. Chung et al. 2011; Uramoto et al. 2010). Les mécanismes 

moléculaires à l’origine de ce processus ne sont pour l’instant pas encore complètement 

élucidés. Plusieurs mécanismes ont néanmoins été proposés par des études précliniques. 

Ainsi, il a été mis en évidence dans des modèles cellulaires incluant la lignée HCC827 que la 

sécrétion autocrine de TGFβ1 et la dérégulation transcriptionnelle de FGFR1 induisait à la 

fois une résistance aux ITK EGFR et une transition épithélio-mésenchymateuse (Soucheray et 

al. 2015; Jakobsen et al. 2017). Par ailleurs, un phénomène de TEM a été constaté dans des 

cellules EGFR muté MET amplifié après un arrêt du traitement par ITK EGFR (La Monica et al. 

2013). Un cas de CBNPC EGFR muté présentant une TEM associée à une amplification de 
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MET a été rapportée (Miyoshi et al. 2015). Ce patient présentait en effet un prélèvement 

initial positif en IHC pour la E-cadherine et négatif pour la vimentine, alors que le 

prélèvement post mortem réalisé après progression sous ITK EGFR était positif pour la 

vimentine et négatif pour la E-cadherine. Néanmoins la proportion de  patients présentant 

une TEM secondaire à une amplification de MET lors de la résistance aux ITK EGFR dans les 

CBNPC EGFR muté demeure jusqu’à présent inconnue. L’étude de l’expression des 

marqueurs de TEM sur les prélèvements tumoraux des patients de l’article 1 réalisés au 

diagnostic et après la résistance au ITK EGFR pourrait permettre de préciser l’implication de 

MET dans l’induction d’un phénotype mésenchymateux. 

 

Association des mécanismes de résistance aux ITK EGFR 

 

Onze patients inclus dans l’article 1 présentaient une mutation EGFR T790M en plus 

de la surexpression ou de l’amplification de MET après la progression sous ITK EGFR. La 

coexistence de la mutation T790M avec l’amplification de MET ou la surexpression de MET a 

été rapportée dans plusieurs travaux (Bean et al. 2007; Ji et al. 2013; Gou et al. 2016). Dans 

notre étude, la survie globale était significativement plus élevée chez les patients avec une 

mutation T790M. Un meilleur pronostic a également été observé en cas de mutation T790M 

lors de la résistance à l’ITK EGFR dans plusieurs études mais indépendamment de la 

présence d’une surexpression ou d’une amplification de MET (H. A. Yu et al. 2013; Oxnard et 

al. 2011; J.-M. Sun et al. 2013). A l’inverse, un effet péjoratif sur le pronostic de l’association 

d’une mutation T790M et d’une surexpression de MET lors de la résistance aux ITK EGFR a 

été constaté par Gou et al. (Gou et al. 2016). Cette différence par rapport à nos résultats 

peut s’expliquer par les faibles effectifs des cohortes, par des différences de population 

(proportion de non fumeurs plus faible dans l’étude de Gou et al.) et par d’éventuels 

facteurs confondants tel que l’âge dans notre étude. Par ailleurs, 9 patients présentant une 

mutation T790M dans l’article 1 ont reçu un ITK EGFR de 3e génération et 3 réponses 

partielles sur 7 patients évaluables ont été observées. Ceci pourrait également expliquer le 

pronostic plus favorable des patients avec une mutation T90M dans l’article 1. De manière 

intéressante, 5 patients avec une mutation T790M ont reçu un ITK EGFR de troisième 

génération après la mise en évidence de la surexpression ou de l’amplification de MET et 

deux de ces patients ont présenté une réponse partielle. Ceci suggère une possible efficacité 
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de ce type de traitement sur les tumeurs présentant une mutation T790M malgré une 

dérégulation de MET. Cependant ces réponses pourraient également être le reflet d’une 

hétérogénéité tumorale avec un contingent de clones muté T790M prédominant sur le 

contingent présentant une dérégulation de MET.  

 

Vers une association ITK EGFR et ITK MET ? 

 

Dix neuf patients ont reçu un inhibiteur de MET dans l’article 1. Dans la majorité des 

cas, il s’agissait d’un traitement par crizotinib en monothérapie, IKT ciblant MET, ALK et 

ROS1 et disposant d’une AMM dans les CBNPC métastatiques avec réarrangement de ALK ou 

de ROS1. L’utilisation du crizotinib en monothérapie dans notre étude s’explique par 

l’absence de données sur la tolérance d’une association du crizotinib avec un inhibiteur 

d’EGFR au moment de la prise en charge des patients. Récemment, une étude de phase 1 a 

montré qu’un traitement associant le crizotinib à l’erlotinib chez des patients atteints d’un 

CBNPC métastatique était faisable et généralement bien toléré, mais nécessitait une 

réduction de la dose de l’ITK EGFR en raison d’une interaction du crizotinib avec le CYP3A4 

(Ou et al. 2017). Dans notre étude, parmi les 12 patients évaluables et traités par un 

inhibiteur de MET en monothérapie, une seule réponse tumorale a été observée. Ce faible 

taux de réponse est en accord avec des données précliniques publiées montrant qu’un 

simple traitement par inhibiteur de MET est insuffisant pour empêcher la prolifération de 

cellules cancéreuses EGFR mutées MET amplifiées (Engelman et al. 2007). Ceci renforce le 

rationnel et l’intérêt des études en cours de phase I/II testant différents inhibiteurs d’EGFR, 

en association avec un inhibiteur de MET (Tableau 3). Cependant le choix de l’ITK EGFR 

associé à l’inhibiteur de MET devra probablement tenir compte de l’association possible 

entre mutation T790M et amplification de MET mentionnée précédemment. 
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Tableau 3 : Liste des essais en cours testant un inhibiteur de MET en association à un 

inhibiteur d’EGFR dans les CBNPC EGFR mutés. 

 

 

 

 

L’observation, rapportée dans l’article 1, d’une réponse sous monothérapie par ITK 

MET, chez un patient EGFR muté MET amplifié, est toutefois intéressante. En effet, un cas 

similaire a déjà été rapporté (Yoshimura et al. 2017). De plus, un travail préclinique suggère 

qu’une cellule peut changer d’addiction, passant d’une addiction à EGFR à une addiction à 

MET au moment de la survenue de l’amplification de MET (Mizuuchi et al. 2016). Dans les 

travaux de l’article 2, nous n’avons jamais observé d’addiction des cellules GR6 aux 

inhibiteurs de MET seuls, même s’il existait un effet partiel de l’inhibition de MET sur 

certaines propriétés biologiques. La survenue d’un tel phénomène semble par ailleurs très 

rare (une seule réponse sur 12 patients évaluables dans l’article 1), ce qui n’incite pas à 

proposer une telle stratégie thérapeutique en cas de progression tumorale liée à 

l’amplification de MET, ce d’autant plus que les premiers résultats préliminaires 

Inhibiteur de 
MET/Inhibiteur d’EGFR 

Phase Inclusion 
Numéro 

d'identification 

Capmatinib/erlotinib  1/2 
CBNPC avancé EGFR muté MET amplifié avec 

résistance acquise à l'ITK EGFR 
NCT02468661 

Capmatinib/erlotinib 1/2 
CBNPC avancé EGFR muté avec résistance 

acquise à l'ITK EGFR et dérégulation de MET 
(IHC2+ ou copie de MET >5) 

NCT01610336 

Tepotinib/gefitinib 1/2 
CBNPC avancé EGFR muté avec résistance 

acquise à l'ITK EGFR 
NCT01982955 

Capmatinib/EGF816 1/2 
CBNPC avancé EGFR muté progressant sous ITK 
EGFR ou naïf de tout ITK EGFR mais avec T790M 

de novo 
NCT02335944 

Volitinib/osimertinib 1 
CBNPC avancé EGFR muté progressant sous ITK 

EGFR 
NCT02143466 

Volitinib/gefitinib 1 
CBNPC avancé EGFR muté progressant sous ITK 

EGFR 
NCT02374645 

LY2875358/erlotinib  2 
CBNPC avancé EGFR muté naïf de tout 

traitement  
NCT01897480 

Onartuzumab/erlotinib  2 
CBNPC avancé EGFR muté naïf de tout 

traitement 
NCT01887886 

Cabozantinib/erlotinib 2 
CBNPC EGFR muté ayant progressé sous ITK 

EGFR 
NCT01866410 
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d’association de TKI MET et EGFR dans ce contexte font état d’un taux de réponse objective 

de 30% (Wu et al. 2016). 

 

La séquence thérapeutique optimale 

 

La recherche du mécanisme de résistance à l’origine de la progression sous ITK EGFR 

est généralement réalisée dans le but d’adapter le traitement au mécanisme de résistance. 

Ainsi, une transformation histologique en cancer bronchique à petites cellules orientera vers 

une chimiothérapie adaptée et, surtout, la présence d’une mutation T790M conduit à un 

traitement par osimertinib qui a démontré sa supériorité à la chimiothérapie dans cette 

indication (Mok et al. 2017). L’impact du mécanisme de résistance sur l’histoire naturelle de 

la tumeur a pour l’instant été peu étudié. Les principaux travaux concernent la mutation 

T790M. En effet, Chmielecki et al. ont notamment montré que la mutation T790M est 

responsable d’une diminution du taux de prolifération cellulaire (Chmielecki et al. 2011). 

Ceci se traduit par un pronostic plus favorable des patients EGFR mutés indépendamment de 

tout traitement par un ITK EGFR de troisième génération (Oxnard et al. 2011). Dans l’article 

2, nous montrons également un effet du mécanisme de résistance sur l’histoire naturelle de 

la pathologie néoplasique. En effet, l’amplification de MET induit dans notre étude une 

augmentation des capacités de diffusion métastatique des cellules de CBNPC EGFR muté. 

Ceci se traduit chez les patients progressant sous ITK EGFR avec une amplification de MET, 

par une vitesse d’apparition de nouvelles métastases plus élevée. Le phénotype agressif, 

induit par l’amplification de MET, plaide donc en faveur d’une utilisation précoce des 

inhibiteurs MET en association avec les ITK EGFR afin de prévenir l’émergence de ce 

mécanisme de résistance. Néanmoins, l’utilisation d’une association d’ITK MET et EGFR dès 

la 1ère ligne de traitement pose d’autres questions, comme celle de la tolérance ou celle des 

mécanismes de résistance induits par cette association. Dans cette optique, nous avons 

constitué des clones issus des cellules HCC827, devenus résistants à une association d’ITK 

EGFR et MET, afin de pouvoir étudier ultérieurement, dans le cadre d’un autre projet, leurs 

mécanismes de résistance.  

Les résultats récents de l’étude de phase III FLAURA ayant comparé l’osimertinib au 

géfitinib ou à l’erlotinib en 1ère ligne des CBNPC EGFR-mutés ont démontré la supériorité de 

l’osimertinib dans cette indication, en termes de survie sans progression (Ramalingam et al. 
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2017). Même si l’impact de cette stratégie sur la survie globale reste incertain, ces résultats 

pourraient modifier la prise en charge actuelle et faire considérer l’osimertinib dès la 1ère 

ligne de traitement. Toutefois, là encore, l’amplification de MET pourrait représenter un des 

principaux mécanismes de résistance, puisque des résultats préliminaires ont rapporté la 

survenue d’une amplification de MET dans 30% des progressions sous osimertinib 

(Piotrowska et al. 2017). Ainsi, l’étude d’associations entre l’osimertinib et  les ITK MET 

semble particulièrement importante pour éviter la survenue de ce mécanisme de résistance 

péjoratif. Ce type d’association est actuellement évalué dans le cadre de l’essai TATTON avec 

le savolitinib (NCT02143466)(Oxnard et al. 2015). 

 

De nouveaux modes de dérégulation de MET dans la résistance aux ITK EGFR ? 

 

Dans l’article 1, dix-sept patients présentaient une forte surexpression de MET sans 

amplification du gène codant pour ce récepteur. La question de savoir si d’autres altérations 

génétiques de MET peuvent être à l’origine de la surexpression de MET dans les CBNPC EGFR 

mutés lors de la progression sous ITK EGFR n’est jusqu’à présent pas résolue. Comme 

expliqué dans l’article 3, les mutations des sites d’épissage de l’exon 14 de MET sont 

responsables d’une dérégulation du récepteur via le blocage de sa dégradation. Ces 

mutations sont associées à une surexpression de MET en IHC  (J. H. Tong et al. 2016). De 

plus, plusieurs cas de réponses aux inhibiteurs de MET ont été rapportés chez des patients 

atteints de CBNPC avec des mutations des sites d’épissage de l’exon 14 (Awad et al. 2016; 

Paik et al. 2015; S.-Y. Liu et al. 2016; Schrock et al. 2016). Par ailleurs, certaines fusions de 

MET comme PTPRZ1-MET sont aussi responsables d’une surexpression et d’une activation 

du récepteur (H.-M. Chen et al. 2015). Enfin, des mutations du domaine kinase de MET 

pourraient également être à l’origine de résistances aux ITK EGFR, comme nous l’avons 

observé chez un patients suivi au CHRU de Lille, ce qui fait actuellement l’objet d’un projet 

de recherche indépendant. Cependant ces différentes altérations génétiques n’ont pour 

l’instant pas été recherchées lors de la résistance aux inhibiteurs d’EGFR dans les CBNPC 

EGFR mutés. Elles pourraient constituer des mécanismes de résistance originaux ainsi que 

des biomarqueurs prédictifs de l’efficacité des inhibiteurs de MET dans le contexte de la 

résistance aux inhibiteurs d’EGFR.  
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Conclusion 

 

En conclusion, ce travail de thèse a permis de décrire les caractéristiques cliniques et 

le pronostic des patients atteints d’un CBNPC EGFR muté avec une amplification ou une 

forte surexpression de MET après la progression sous ITK EGFR. En particulier, il a pu être 

montré que ces patients présentaient un faible taux de réponse aux inhibiteurs de MET en 

monothérapie. De plus, il a été observé que l’amplification de MET lors de la résistance aux 

ITK EGFR induit un phénotype cellulaire agressif caractérisé notamment par une transition 

épithélio-mésenchymateuse et une augmentation de la diffusion métastatique. Ces résultats 

semblent avoir une traduction clinique puisque les patients présentant une amplification de 

MET après la progression sous ITK EGFR ont une vitesse de progression par apparition de 

nouvelle métastase plus rapide que ceux présentant une surexpression de MET sans 

amplification. L’ensemble de ces résultats plaide en faveur de l’utilisation précoce des 

inhibiteurs de MET en association aux inhibiteurs d’EGFR afin d’éviter l’émergence d’un 

clone  tumoral agressif. La meilleure stratégie d’association de ces inhibiteurs et l’étude des 

mécanismes de résistance induits par une telle association restent à déterminer. 
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Résumé  

Titre : Conséquences de la dérégulation de MET sur le phénotype des cancers 
bronchiques non à petites cellules EGFR mutés devenus résistants aux inhibiteurs de 
tyrosine kinase d’EGFR 

Introduction : Le traitement des cancers bronchiques non à petites cellules (CBNPC) EGFR mutés 
repose sur les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) du récepteur de l’Epidermal Growth Factor 
(EGFR). Cependant tous les patients traités par ITK EGFR finissent par présenter une 
progression tumorale, du fait de mécanismes de résistance comme l’amplification du gène 
codant pour le récepteur tyrosine kinase MET. Il n’existe actuellement aucune donnée sur les 
modifications phénotypiques induites par l’activation de MET dans ce contexte. L’objectif de 
cette thèse est de déterminer si l’amplification de MET, lors de la résistance aux ITK EGFR dans 
les CBNPC EGFR mutés, confère aux cellules tumorales un phénotype plus agressif et modifie 
l’histoire naturelle de la maladie. 
 
Méthodes : Les capacités de prolifération, de croissance sans ancrage, de formation de 
sphéroïdes, de résistance à l’anoïkis et de migration ont été étudiées in vitro dans la lignée 
HCC827, dérivée d’un CBNPC EGFR muté, et dans sa lignée fille HCC827-GR6 (GR6) devenue 
résistante aux ITK EGFR via une amplification du gène MET. L’expression de la vimentine, de 
ZEB1, et de la E-cadherine a également été étudiée dans les deux lignées cellulaires afin 
d’évaluer l’impact de l’amplification de MET sur la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). 
In vivo la croissance tumorale et le potentiel métastatique ont respectivement été analysés dans 
des modèles murins de xénogreffe ectopique et d’injection intracardiaque. Enfin les données 
cliniques de patients issus de 15 centres avec un CBNPC EGFR muté métastatique, présentant 
une forte surexpression de MET en immunohistochimie (score 3+) ou une amplification de MET 
en FISH sur une re-biopsie réalisée après la progression sous ITK EGFR ont été analysées 
rétrospectivement.  
 
Résultats : In vitro, l’amplification de MET induisait une augmentation significative de la 
prolifération, de la croissance sans ancrage, de la formation de sphéroïdes, de la résistance à 
l’anoïkis et de la migration. En présence d’un  inhibiteur de MET,  le PHA-665752, ces différentes 
propriétés biologiques étaient réduites de façon significative dans les cellules GR6 porteuses de 
l’amplification de MET. Il était également mis en évidence dans les cellules GR6 une 
augmentation de l’expression de la vimentine et de ZEB1. In vivo, l’amplification de MET 
augmentait significativement la croissance tumorale et le potentiel métastatique. Un traitement 
par crizotinib, ITK ciblant MET, diminuait de façon significative le potentiel métastatique des 
cellules porteuses de l’amplification de MET. Enfin les patients atteints d’un CBNPC EGFR muté, 
porteur d’une amplification de MET à la résistance à l’ITK EGFR, présentaient une durée jusqu’à 
apparition de nouvelles métastases plus courte après progression sous ITK EGFR que les 
patients avec une forte surexpression de MET sans amplification génique.  
 
Conclusion : L’amplification de MET dans un contexte de résistance aux ITK EGFR est associée à 
un phénotype tumoral plus agressif. Ces résultats plaident en faveur d’une utilisation précoce 
d’inhibiteurs de MET en association avec les ITK EGFR afin d’éviter l’émergence d’un clone 
tumoral résistant plus agressif. 
 

 

Mots clefs : EGFR, MET, inhibiteur de tyrosine kinase, cancer bronchique non à petites cellules 

 

 


