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Résumé

Les thérapies ciblant les récepteurs tyrosine kinase ont contribué a améliorer le pronostic de certains
patients et apportent un véritable espoir thérapeutique dans la lutte contre les cancers. Bien que la majorité des
mutations des RTK impactent le domaine kinase et conduisent a leur activation constitutive, celles touchant le
récepteur MET dans le cancer du poumon conduisent au saut de I'exon 14 (MET ex14) codant le domaine
juxtamembranaire. Le domaine perdu comporte au moins trois sites de régulation négative. Parmi eux, les
résidus phosphorylables S985 et Y1003 permettent respectivement linhibition de l'activité kinase et Ila
dégradation de MET en réponse a I’HGF, le ligand du récepteur. Le motif ESVD%?, quant a lui, est un site de
clivage par les caspases permettant la génération du fragment p4OMET impliqué dans I'apoptose.

Dans ce contexte, mon objectif de these a été de mieux caractériser les mécanismes d’activation du
récepteur MET ex14 en déterminant I'implication de I'HGF et la contribution relative de ces sites de régulation
dans les capacités transformantes des cellules MET ex14.

Pour répondre a ces questions, dans un premier temps nous avons établi par technologie CRISPR-Cas9
une lignée épithéliale pulmonaire présentant un saut de I’exon 14 a partir de la lignée 16HBE. Au travers d’un
travail collaboratif avec une équipe londonienne, nous avons montré que le récepteur MET ex14 est dépendant
de I’'HGF pour I'établissement de ses capacités transformantes complétes. En effet, seules les cellules 16HBE ex14
induisent la formation de tumeurs et ce développement tumoral est significativement plus fréquent et de volume
supérieur dans des souris transgéniques exprimant ’'HGF humain. Par ailleurs, nous montrons que parmi 18
patients MET ex14 testés, au moins un tiers d’entre eux présentent une co-expression d’'HGF et MET. Néanmoins,
les mécanismes moléculaires a I'origine de cette expression ainsi que ses conséquences fonctionnelles restent a
déterminer.

Dans un second temps, afin de mieux caractériser les sites de régulations impliqués dans le potentiel
transformant de MET ex14, nous avons établi des lignées cellulaires épithéliales T47D exprimant des versions de
MET sauvage, dépourvu de I’exon 14 ou muté sur chacun ou la totalité des sites de régulation décrits. Nos
résultats montrent qu’en réponse a I’'HGF, la mutation du résidu Y1003 induit une activation des voies de
signalisation en aval plus forte et prolongée associée a des capacités migratoires plus importantes similaires au
récepteur MET ex14. Par ailleurs, le programme transcriptionnel de MET ex14 et Y1003F en réponse a I'HGF
présente des similitudes en incluant notamment des génes associés a I'invasion. En revanche, la mutation du site
de clivage par les caspases induit la perte des capacités pro-apoptotiques de MET favorisant ainsi la survie des
cellules MET ex14.

Les cellules T47D MET n’induisant pas le développement de tumeurs in vivo, nous avons développé
également une lignée 16HBE mutée Y1003F par technologie CRISPR. De maniére intéressante, la perte du site
Y1003 seule ne confére pas les mémes capacités tumorigéniques que la mutation MET ex14 en xénogreffes
murines en permettant le développement de peu de tumeurs par rapports aux cellules MET ex14.

L'ensemble de ces résultats révéle que la perte de I'exon 14 conduit a un mode d’activation original et
différent d’autres mutations de MET activatrices de la kinase. Nous montrons notamment que le récepteur MET
ex14 est dépendant de I’'HGF pour le développement d’un potentiel transformant complet et que ces capacités
sont la conséquence de la perte combinée d’au moins deux mécanismes de régulation du récepteur impactant
la migration mais également la survie cellulaire. Ces éléments confortent I'utilisation des inhibiteurs kinase
ciblant MET et pourraient permettre d’envisager 'HGF comme un potentiel biomarqueur d’agressivité tumoral
et/ou de réponses aux inhibiteurs de MET.



Abstract

Targeted therapies against receptor tyrosine kinases improved the prognosis in some patients and
provide real therapeutic hope in the fight against cancer. Although the majority of RTK mutations impact the
kinase domain and lead to their constitutive activation, those affecting the MET receptor in lung cancer lead to
the skipping of exon 14 (MET ex14) encoding the juxtamembrane domain. The lost domain contains at least three
negative regulatory sites. Among them, the phosphorylable residues S985 and Y1003 respectively allow the
inhibition of kinase activity and the degradation of MET in response to HGF, the ligand of the receptor. The motif
ESVD1002, for its part, is a caspase cleavage site allowing the generation of the p4OMET fragment involved in
apoptosis.

In this context, my thesis objective was to characterize the activation mechanisms of the MET ex14
receptor by determining the involvement of HGF and the relative contribution of these regulatory sites in the
transforming capacities of MET ex14 cells.

To answer these questions, we first established using CRISPR-Cas9 technology a pulmonary epithelial
line presenting an exon 14 jump from the 16HBE line. Through collaborative work with a team in London, we
have shown that the MET receptor ex14 is dependent of HGF for the establishment of its full transformative
capacities. In fact, only 16HBE ex14 cells induce tumor formation and this tumor development is significantly
more frequent and presents a higher volume in transgenic mice expressing human HGF. Furthermore, we show
that among 18 MET ex14 patients tested, at least a third of them present co-expression of HGF and MET.
However, the molecular mechanisms behind this expression and its functional consequences remain to be
determined.

Secondly, in order to determine the regulatory sites involved in the transforming potential of MET ex14,
we established T47D epithelial cell lines expressing wild type MET version, lacking exon 14 or mutated on each
or all of the regulatory sites described. Our results show that in response to HGF, the mutation of the Y1003
residue induces a stronger and prolonged activation of downstream signaling pathways associated with greater
migratory capacities similar to the MET receptor ex14. Furthermore, the transcriptional program of MET ex14
and Y1003F in response to HGF shows similarities, notably including genes associated with invasion. On the other
hand, the mutation of the cleavage site by the caspases induces the loss of the pro-apoptotic capacities of MET,
thus promoting the survival of the MET ex14 cells.

As T47D MET cells are not able to induce tumor development in vivo, we have also developed a 16HBE
Y1003F line mutated by CRISPR technology. Interestingly, the loss of the Y1003 site alone does not confer the
same tumorigenic capacities as the MET ex14 mutation in murine xenografts by allowing the development of few
tumors compared to MET ex14 cells.

Taken together, these results reveal that the loss of exon 14 leads to a novel mode of activation that is
different from other kinase activating MET mutations. We show in particular that the MET ex14 receptor is
dependent on HGF for the development of a full transforming potential and that these capacities are the
consequence of the combined loss of at least two regulatory mechanisms of the receptor impacting migration
but also cell survival. These elements support the use of kinase inhibitors targeting MET and could allow HGF to
be considered as a potential biomarker of tumor aggressiveness and / or responses to MET inhibitors.
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Cancers : des enjeux actuels majeurs

Malgré des progrés considérables, le cancer reste un probleme de santé majeur dans le monde
et en France. |l représente en France la premiére cause de déces chez ’homme et la deuxiéme chez la
femme. Dans le monde, on estime le nombre de nouveaux cas a 18,1 millions associé au décés de 9,6
millions de patients. Le cancer en France c’est encore 382 000 nouveaux cas en 2018 et 157 000 déces
tous cancers confondus. En termes d’incidence, les cancers les plus fréquents sont le cancer de la
prostate, le cancer du poumon et le cancer colorectal chez 'homme et chez la femme le cancer du
sein, le cancer colorectal et le cancer du poumon. Le nombre de nouveaux cas annuel a augmenté
fortement entre 1990 et 2018 mais une part de cette augmentation est attribuable a I'augmentation
de la population et a son vieillissement. Bien qu’en paralléle le nombre de déces sur cette période ait
aussi augmenté, la part de mortalité attribuable au cancer lui-méme est en recul chez 'homme et la

femme suggérant une meilleure prise en charge globale soutenue par un diagnostic plus précoce.

Les cancers du poumon

Les cancers du poumon font partie des cancers ayant encore un pronostic défavorable et dont
la survie nette a 5 ans est d’environ 20%. En France, le nombre estimé de nouveaux cas de cancer du
poumon était d’environ 46 000 et le nombre de déces était de 33 000 en 2018, faisant de lui le cancer
le plus meurtrier chez I’homme et le second cancer mortel chez la femme (environ 25% et 15% de la

mortalité par cancer respectivement) (Rapport INCA 2020).

Les cancers du poumon sont subdivisés en deux sous-groupes majoritaires : les carcinomes
bronchiques a petites cellules (CBPC ou small cell lung cancer, SCLC) représentent environ 15% des
cancers bronchiques, et les carcinomes bronchiques non a petites cellules (CBNPC ou non-small cell
lung cancer, CBNPC) représentent environ 85% (Figure 1). Les CBPC présentent fréquemment une
différenciation neuro-endocrine. Parmi les CBNPC, les adénocarcinomes sont la forme histologique
majoritaire en représentant plus de la moitié des cas de carcinomes bronchiques et les carcinomes
épidermoides sont le deuxiéme type de CBNPC le plus fréquent (20%). Ces deux sous-types dérivent
tous deux des cellules bronchiques, cependant les adénocarcinomes présentent un phénotype
glandulaire alors que les carcinomes épidermoides ont un phénotype squameux. Les carcinomes a
grandes cellules sont un sous-type indifférencié rare sans caractéristiques histologiques précises mais
est le plus souvent diagnostiqué sur la base de I'exclusion d’un caractere glandulaire ou squameux et

lorsque les cellules semblent plus larges et rondes. Enfin, les carcinomes pulmonaires sarcomatoides

forment un sous-type histologique rare et particulierement agressif associé a un phénotype cellulaire

peu différencié présentant des caractéristiques épithéliales et mésenchymateuses.



Cancers bronchiques
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Figure 1 : Classification simplifiée des carcinomes bronchiques et représentation en pourcentage de leur
fréquence de diagnostic.

Le pronostic sombre des cancers du poumon est principalement lié a un diagnostic tardif a un
stade avancé de la maladie, déja localement avancé voire métastatique. Seules les formes trés
localisées peuvent bénéficier d’une exérése chirurgicale suivie d’une chimiothérapie adjuvante
combinée ou non a de la radiothérapie. Jusqu’a trés récemment, la prise en charge des patients de
stade IV métastatiques reposait sur une chimiothérapie constituée de sels de platine et d’un agent
cytotoxique. Cette prise en charge thérapeutique restait d’'une efficacité modeste puisque la survie

globale médiane était de 12 a 18 mois pour les patients CBNPC métastatiques.

Une des révolutions récentes de la prise en charge des cancers bronchiques concerne I'arrivée
des immunothérapies dans ce cancer. L'utilisation des inhibiteurs de points de controle immunitaire
(anti-PD1, anti-PDL1 et anti-CTLA4) ont permis d’améliorer significativement leur pronostic. Leur
efficacité est cependant dépendante de I'expression de ces marqueurs points de contrdles (PD1, PDL1,
CTLAA4) par les cellules tumorales mais également de l'infiltrat immunitaire au sein de la tumeur

initialement.

L’ére des thérapies ciblées

Le développement des techniques de séquencage a haut débit en routine clinique a permis de
mettre en évidence de nombreuses altérations moléculaires impliquées dans le développement de la

tumeur dans plusieurs cancers. De fagcon importante, la détection de ces altérations moléculaires



impactant des oncogénes a permis d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques donnant naissance
a « l'ere des thérapies ciblées ». Les premiéres thérapies ciblées autorisées en France ont été le
trastuzumab, un anticorps ciblant HER2, pour les cancers du sein métastatiques HER2+ et I'imatinib,
une petite molécule inhibitrice de la kinase ABL, pour les leucémies myéloides chroniques présentant
la fusion BCR-ABL. Le nombre de molécules développées puis autorisées depuis n’a pas cessé
d’augmenter ces dernieres années puisque 43 thérapies ciblées étaient autorisées en France en 2016
et incluaient 98 indications thérapeutiques référencées pour la prise en charge des cancers. La prise
en charge des cancers du poumon est un exemple représentatif de cette révolution. Dans les cancers
bronchiques non a petites cellules et plus particulierement dans les adénocarcinomes, des mutations
activatrices des kinases EGFR et KRAS et des translocations de ALK sont les plus fréquemment
identifiées (environ 12%, 30% et 5% respectivement)(Barlesi et al., 2016; Descarpentries et al., 2018;
Chu, 2020). Des altérations de ROS1, BRAF, HER2, PI3KCA, NTRK mais également de MET sont

retrouvées dans les CBNPC a une fréquence plus faible (Figure 2).

= BRAF V600E * BRAF non- V600E = EGFR ALK fusion

WEGFR ex19 » FGFR ® FGFR fusion ®HER2 ex20
®HER2 amplification ® KRAS u MET ex14 = MET amplification
®NRIG1 fusion # NTRK1 fusion NTRK2 fusion NTRK3 fusion

# PI3K amplification “ AKT1 ®PTEN R233* ®RET fusion B
®ROS1 fusion ___®Unknown

Figure 2 : Distribution des différentes altérations moléculaires dans les cancers bronchiques non a petites
cellules. (extrait de Chu, 2020)



Les thérapies ciblées utilisées contre ces protéines activées dans le cancer du poumon ont
changé favorablement la survie des patients atteints de CBNPC porteurs de ces altérations. En agissant
plus efficacement contre la tumeur, elles réduisent également la toxicité induite en comparaison des
chimiothérapies conventionnellement proposées auparavant. Un des meilleurs exemples est le cas des
cancers EGFR mutées. Le traitement des tumeurs EGFR muté par des inhibiteurs a permis d’améliorer
considérablement le pronostic de ces patients et est désormais considéré comme leur meilleure option
de traitement. Pour cet oncogene, des inhibiteurs de plusieurs générations ont déja été développé afin
de combattre des mécanismes de résistances acquis au cours des traitements tels que I'apparition de

mutations secondaires a celle initialement diagnostiquée.

Le développement de résistances pour quasiment toutes les thérapies ciblées au cours du
traitement reste cependant un des problémes majeurs de 'utilisation de ces molécules. Par ailleurs,
certains oncogénes tels que KRAS sont difficiles a cibler par des molécules efficaces. Pour |'élaboration
de nouvelles thérapies et I'anticipation des mécanismes de résistance inévitables, une compréhension

fine des cibles est plus que nécessaire.



Il. La famille des récepteurs tyrosine kinase

Les récepteurs tyrosine kinase (RTKs) forment une sous-famille de tyrosine kinases impliquées
particulierement dans la communication entre les cellules et contrélent un large panel de réponses
biologiques telles que la prolifération, la migration, la différenciation cellulaire, le métabolisme ou
encore la survie. Chez ’humain, 58 RTKs sont connus et partagent une structure protéique similaire
(Figure 3). Cette structure comprend un domaine extracellulaire en extrémité amino-terminale pour
la fixation du ligand, une hélice transmembranaire puis une région intracellulaire contenant un
domaine juxtamembranaire, le domaine tyrosine kinase (TKD) et une extrémité carboxy-terminale
(Hubbard, 1999). La plupart des RTKs sont activés par un ligand spécifique et sont désignés

classiquement sous le terme de « facteurs de croissance ».
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Figure 3 : Structure des 20 familles de récepteurs tyrosine kinase humains. Représentation schématique des 58
RTKs humains décrits regroupés par familles de structure. Les noms de chaque famille sont indiqués en haut et
les membres y appartenant sont indiqués en bas. Les domaines extracellulaires variables identifiés par
détermination de la structure ou analyse de séquence sont représentés par les rectangles de différentes couleurs
alors que les domaines intracellulaires incluant le domaine kinase sont en rouge. (extrait de Lemmon and

Schlessinger, 2010).



La fixation d’un ligand au domaine extracellulaire conduit classiquement a la dimérisation du
récepteur. Les changements conformationnels consécutifs a la dimérisation aboutissent a la trans-
autophosphorylation de chacun des domaines kinases ce qui libére le récepteur de son état de cis-
inhibition. De maniere intéressante, bien que les structures de positions inactives soient différentes
d’un récepteur a l'autre, I'établissement des structures par cristallographie a montré que la forme
active des TKD est tres similaire entre eux (Huse and Kuriyan, 2002). En position « off », active, une
conformation maintenue permet de bloquer le site actif en y empéchant I'acces de I'ATP et de la
protéine substrat. La trans-phosphorylation d’un ou plusieurs résidus tyrosine dans le site actif, le
domaine juxtamembranaire et/ou I'extremité carboxy-terminale permet 'ouverture de la poche ATP
et donc I'adoption ou la stabilisation de la position « active ». La phosphorylation d’autres tyrosines
dans la région cytoplasmique de la plupart des RTKs permet le recrutement et I'activation d’un grand
nombre de protéines de signalisation contenant un domaine SH2 (Src homology-2) ou un domaine PTB
(Phosphotyrosine binding). Ces domaines interagissent spécifiquement avec ces tyrosines
phosphorylées sur le récepteur et permettent |'activation de multiples voies de signalisation via
d’autres médiateurs relais (Schlessinger and Lemmon, 2003). Certaines protéines de signalisation
peuvent étre activées indirectement par le récepteur par le biais de protéines d’amarrage (ou
protéines « docking ») phosphorylées par le RTK. Ces protéines contiennent classiquement un site de
localisation membranaire, suivi d’'un ensemble de tyrosines phosphorylables permettant leur
interaction avec un panel distinct de protéines de signalisation. Parmi ces protéines d’amarrage, GAB1
(Grb2-associated binder) est recruté par de multiples RTKs alors que d’autres sont restreintes a un

sous-groupe particulier de récepteurs.



. Le récepteur MET : de sa découverte a son rdle physiologique essentiel

Les premiéres découvertes

Le récepteur MET a été initialement découvert en 1984. Il a été caractérisé la premiere fois
sous la forme de 'oncogéne TPR-MET dans la lignée humaine d’ostéosarcome HOS traitée par I'agent
carcinogene N-methyl-N’-nitro-nitrosoguanidine (Cooper et al., 1984). Ce réarrangement met en jeu
le géne tpr localisé sur le chromosome 1 et un géne encore inconnu. Ce gene inconnu présence des
homologies de séquence avec d’autres récepteurs tyrosine kinase et est alors nommé met en référence
a cet agent carcinogene. La protéine de fusion produite place ainsi le domaine kinase de MET en aval
de deux motifs « leucine zipper » codés par TPR (Translocated Promoter Region). Ces motifs induisent
la dimérisation des domaines kinases de MET conduisant a une activation constitutive du récepteur
(Rodrigues and Park, 1993). La méme année, issu de sérum de rat, un nouveau facteur de croissance
d’hépatocytes primaires en culture est identifié et alors nommé « hepatotropin » ou « Hepatocyte
Growth Factor » (HGF) (Nakamura et al., 1984). En paralléle, une protéine secrétée par les fibroblastes
embryonaires humains MRC5 induisant la dispersion des cellules épithéliales MDCK est nommée
« Scatter Factor » (SF) (Stoker et al., 1987). Des travaux en 1991 montrent que ces deux facteurs sont
une seule et méme protéine codée par un gene situé sur le chromosome 7 (Weidner et al., 1991). Dans
le méme temps, il est démontré que I'HGF/SF est le ligand du récepteur MET (Bottaro et al., 1991;
Naldini et al., 1991).

Structures du récepteur MET et de son ligand HGF

Le gene HGF localisé sur le chromosome 7 (7921.1) et constitué de 18 exons permet
I’expression dans un premier temps de la protéine pré-pro-HGF formé d’une chaine linéaire de 728
acides aminés. Cette suite d’acides aminés inclut une séquence peptide signal (aa 1-31), une chaine a
lourde (aa 32-494) et une chaine [3 Iégére (aa 495-728). La forme immature pro-HGF est obtenue aprés
dégradation du peptide signal puis 'HGF mature est généré par clivage entre les résidus Arg494 et
Val495. Ce clivage au sein du compartiment extracellulaire peut étre réalisé ou régulé par différentes
protéines telles que l'urokinase-type plasminogen activator, le plasma kallikrein, les facteurs de
coagulation Xl et XI, la matriptase et I’hepsine mais I’"HGF activator (HGF-A) semble étre la sérine
protéase majoritairement responsable de I'activation de I'HGF (Itoh et al., 2004; Marchand-Adam et

al., 2006).

La forme biologiquement active de I’"HGF (697 acides aminés — 90 kDa) est alors constituée de
deux sous-unités reliées par des ponts disulfures : une sous-unité a et une sous-unité . La sous-unité

o est porteuse d’un domaine amino-terminal (domaine N) contenant un site de haute affinité pour
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I’héparane sulfate (Lyon et al., 1994) et de quatre domaines en boucles (domaines « kringle » K1 a K4)
stabilisés par trois liaisons disulfures tandis que la sous-unité B contient une structure serine protease-
like (SPH) proche de celle du plasminogéne (Figure 4).

A. Chaine a Chaine B B.

Pro-HGF — N — K1 - m

RA94 V495

m@m
i N
%
Clivage par protéases i
N
SPH

(dont HGF-A)
P
HGF —{N K1 K2 K3 - Ka h «
mature &/ ! \
)
R

Figure 4 : Maturation et structure de 'HGF. A. L’HGF mature est généré a partir du pro-HGF aprés clivage par
des protéases incluant I’'HGF-activator. L’HGF mature est constitué d’une sous-unité o et d’une sous-unité [3
reliées par des ponts disulfures. La sous-unité o contient le domaine amino-terminal et quatre domaines en boucle
(K1 a K4). La sous-unité S contient une structure sérine-protéase-like (SPH). B. Représentation de la structure en
domaines de ’HGF mature.

Le récepteur MET, codé par le ggéne MET situé également sur le chromosome 7 (7931), est
synthétisé sous la forme d’un précurseur immature de 170 kDa. Apres glycosylation, cette chaine
unique est clivée par des furines générant ainsi une sous-unité o et une sous-unité f liés par des ponts
disulfures (Figure 5). Formé par les sous-unités o et B, un domaine SEMA, homologue aux
sémaphorines, constitue I'extrémité extracellulaire du récepteur. Sur la chaine P, ce domaine
hétérodimérique est suivi d’'un domaine PSl riche en cystéines, nommé ainsi par sa présence dans les
plexines, sémaphorines et intégrines. Quatre domaines IPT (IPT 1 a 4 ; immunoglobulin-like regions in
plexins and transcription factors) se succédent ensuite pour compléter le domaine extracellulaire de
MET. En 2003, la détermination de la structure par cristallographie du récepteur a permis de montrer
que le domaine SEMA est organisé en sept pales concentriques a partir de feuillets B suivi du domaine

PSI et des quatre domaines IPT en alignement (Gherardi et al., 2003).

La fixation de I'HGF au récepteur peut se réaliser sur deux sites. L’extrémité amino-terminale
de I'HGF peut se lier au domaine SEMA mais également aux domaines IPT3 et IPT4 mais le domaine
SPH pourrait également se lier au domaine SEMA de MET. Il existe une isoforme naturelle de I'HGF, N-
K1, constitué uniquement des domaines N et K1, capable de reconstituer au moins partiellement les

réponses induites par I'HGF, suggérant que ces domaines sont nécessaires et suffisants pour activer le
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récepteur MET (Lokker et al., 1994; Rubin et al., 2001). Il a également été montré que N-K1 nécessite
une liaison avec I'héparane sulfate extracellulaire comme co-facteur (Lietha et al., 2001; Lyon et al.,
2004). La chaine § du domaine SPH contenant le deuxiéme site de liaison au domaine SEMA de MET
présente une faible affinité pour celui-ci et cette liaison n’est permise qu’aprées une premiére activation
par I'HGF (Stamos et al., 2004). La détermination de la structure quaternaire des diméres de N-K1 par
cristallographie a permis de montrer la structure « téte-béche » des homodimeéres d’"HGF responsable
de la dimérisation des récepteurs MET apreés leur fixation au domaine SEMA (Gherardi et al., 2006).
Par ailleurs, récemment une étude a démontré que le domaine amino-terminal n’est pas requis pour
concevoir par synthése un agoniste de MET puissant puisqu’une construction basée uniquement sur
le domaine K1 dimérisé peut activer le récepteur et induire des réponses biologiques de

morphogeneése de branchement (Simonneau et al., 2015).

Aprés un domaine transmembranaire unique, la partie intracellulaire de MET contient un
domaine juxtamembranaire, porteur de différents sites de régulation, le domaine kinase et I'extrémité
carboxy-terminale permettant le recrutement de protéines adaptatrices pour I’activation des voies de

signalisation en aval (Schiering et al., 2003).

A. B a B. Domaine SEMA

Domaine
SEMA

PSI Domaines
IPT1 ‘ extracellulaires

IPT2 |
IPT3 | |

IPT4 | Membrane cytoplasmique

Domaine
juxtamembranaire
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Domaine kinase

Figure 5 : Structure du récepteur MET. A. Le récepteur transmembranaire MET est constitué d’une chaine « et
d’une chaine p liés par des ponts disulfures. Le domaine SEMA, formé par les sous-unités o et [, constitue
I'extrémité extracellulaire du récepteur et permet sa liaison au ligand HGF. Sur la chaine f3, le domaine SEMA est
suivi d’un domaine PSI, de quatre domaines IPT, du domaine transmembranaire, du domaine juxtamembranaire
puis du domaine a activité tyrosine kinase. B. La détermination de la structure par cristallographie du domaine
SEMA montre que celui-ci s’organise en sept pdles concentriques par des feuillets .

(extrait de Gherardi et al., 2003).
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Meécanismes d’activation et cascades de signalisation du récepteur

La voie traditionnelle : activation par son ligand

L’interaction d’un homodimére d’"HGF avec le domaine extracellulaire de MET conduit a sa
dimérisation puis I'autophosphorylation des résidus tyrosine situés dans la boucle d’activation du
domaine kinase du récepteur (Y1234-Y1235) et la phosphorylation des résidus tyrosine situés en
extrémité carboxy-terminale au sein du site Y***VHVNATY®*VNV (Figure 6). La mutation de ces
dernieres tyrosines abolit les capacités transformantes de la forme oncogénique TPR-MET en modéle
cellulaire et induit des phénotypes similaires a ceux des souris Met” in vivo démontrant le rdle

essentiel de ces résidus dans la signalisation de MET (Ponzetto et al., 1994; Maina et al., 1996).

La phosphorylation de ces résidus permet le recrutement de nombreuses protéines effectrices
via un domaine SH2 (Src-homology 2) telles que la sous-unité p85 de PI3K (phosphatidylinositol-3-
kinase), SRC, GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2), SHC (SH2 domain-containing
transforming protein), PLCy (Phospholipase C y) ou le facteur de transcription STAT3 (Boccaccio et al.,
1998; Fixman et al., 1996; Pelicci et al., 1995; Ponzetto et al., 1994; Zhang et al., 2002). Des protéines
adaptatrices telles que GAB1 (GRB2-associated-binding protein 1) s’associent a ce site phosphorylé
pour renforcer la formation d’une plateforme d’amarrage multi-substrats. GAB1 peut interagir avec
MET directement par le biais d’un site MBS (MET binding site) ou indirectement par sa liaison a GRB2
(Growth factor receptor-bound protein 2) (Weidner et al., 1996). GAB1 joue alors un role essentiel
dans I'amplification et la persistance de I'activation des voies de signalisation par MET en recrutant

d’autres effecteurs potentialisant I'effet de ceux capables de se lier directement au récepteur.

Des voies particulieres indépendantes de 'HGF

En paralléle de son activation canonique par son ligand, le récepteur MET peut également étre
activé indépendamment de I'HGF par différents mécanismes notamment par interactions avec
d’autres protéines membranaires. Ces partenaires incluent certaines intégrines, des plexines ainsi que
d’autres RTKs. Il a notamment été montré que le regroupement d’intégrines dans des points focaux
d’adhésion peuvent se lier au récepteur et provoquer sa phosphorylation méme en absence d’"HGF. En
miroir, il a été observé une diminution des niveaux de phosphorylation de MET lorsque I'adhésion
cellulaire a la matrice est inhibée (Wang et al., 1996; Nakamura et al., 2008). Par ailleurs, Wang et al.
montrent que I'adhésion cellulaire peut activer directement le récepteur mais dépendrait également
du type cellulaire (Wang et al., 2001). lls catégorisent alors différentes lignées cellulaires en sous-
groupes différenciant les lignées pour lesquelles MET peut étre activé uniquement par I’'HGF et celles
dont MET peut étre activé par I'adhésion cellulaire. Les auteurs suggerent alors que I’activation du

récepteur médiée par I'adhésion cellulaire est dépendante du niveau d’expression de MET et sa
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surexpression favorise ce processus. Si I'intégrine a6p4 est déja caractérisée pour étre impliquée dans
I'activation du récepteur par I'HGF, les intégrines spécifiques et les mécanismes mis en jeu dans

I’activation indépendante du ligand restent peu identifiés.

Parmi les autres mécanismes d’activation du récepteur indépendants de I'HGF, nous pouvons
citer le role des plexines. Les plexines sont des récepteurs transmembranaires qui sont activés par les
sémaphorines. La signalisation médiée par le couple plexines/sémaphorines module le réseau du
cytosquelette en régulant notamment I’activité de Rac et Rho et I'adhésion dépendante des intégrines.
Il a été montré que la stimulation de la plexine B1 par Sema4D favorise une interaction entre MET et
plexine B1, cette derniere étant capable également d’interagir avec HER2 (Swiercz et al., 2008). Ces
interactions spécifiques affectent particulierement la réponse cellulaire développée lors de I'activation
de la plexine B1 par Sema4D. De manieére intéressante, les récepteurs plexines B et MET présentent
des similarités au niveau du domaine extracellulaire puisque qu’ils contiennent tous deux un domaine
SEMA formant des hélices, un motif riche en cystéine et des domaines IPT (immunoglobulin-like
regions in plexins and transcription factors). Le domaine SEMA en hélices favorise les interactions
protéiques, il est donc probable que I'association de MET avec plusieurs plexines B soit permise via ce
domaine. La stimulation de la plexine B1 par Sema4 provoque la phosphorylation de MET. Et cette
activation provoque une réponse invasive cellulaire dépendante de I'expression de MET (Conrotto et

al., 2004; Giordano et al., 2002).

Le récepteur MET peut également étre activé par le biais d’activations croisées avec d’autres
RTKs indépendamment de la présence d’"HGF. Il a notamment été montré que I'activation de RON par
son ligand MSP conduit a la phosphorylation de MET (Follenzi et al., 2000). En outre, I'activation de
IGF-1R et de RET par leurs ligands respectifs, I'lGF-1 et le GDNF (glial cell line-derived neurotrophic
factor), conduisent également a I'activation du récepteur MET (Varkaris et al., 2013; Popsueva et al.,
2003). Dans ces deux cas, il a été montré que ces activations croisées ne sont pas la conséquence d’une
interaction directe et impliquent la kinase Src qui joue alors le réle d’effecteur intermédiaire entre les
RTKs et MET. Enfin, il semble exister particulierement une relation étroite et coopérative entre MET
et EGFR. Etonnamment, il a été observé que le récepteur Egfr est surexprimé lorsque I'expression de
Met est abolie en modeéles murins transgéniques suggérant que MET et EGFR peuvent agir en
coopération pour assurer le bon développement des organes (Ishibe et al.,, 2009). Par ailleurs,
I’activation de MET est également observée apres stimulation du récepteur EGFR par I'EGF (Epidermal
Growth Factor) (Jo et al.,, 2000). Ce phénoméne de transactivation est particulierement observé
lorsque I’'expression du récepteur EGFR est élevée. Des complexes MET-EGFR co-immunoprécipités
ont pu étre détectés dans des lignées de carcinomes épidermoides cutanés et des lignées pulmonaires

tumorales suggérant la formation d’hétérodimeres (Guo et al., 2008; Jo et al., 2000). La formation de
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ces hétérodimeres, pouvant permettre leur transphosphorylation donc leur activation croisée, n’est
cependant pas formellement démontrée. Une coopération entre MET et EGFR pourrait également étre

indirecte et impliquer la kinase Src comme dans le cas des récepteurs IGF-1R et RET.

Récemment, un nouveau mécanisme d’activation du récepteur MET indépendant de son
ligand a été également mis en évidence. Une étude a permis de montrer que la protéine tyrosine kinase
FER (Feline Sarcoma-Related kinase) est capable de phosphoryler spécifiquement le résidu Y1356 de
I’extrémité carboxy-terminale de MET (Fan et al., 2016) indépendamment d’une stimulation par I'HGF.
Cette phosphorylation conduit au recrutement et a la phosphorylation de GAB1 puis I'activation de la

voie ERK induisant des réponses migratoires.

Alors que I'activation du récepteur est le plus souvent décrite en réponse a son ligand, des
interactions avec d’autres protéines incluant pour la majorité des partenaires membranaires peuvent
influencer I'activité du récepteur et induire des réponses biologiques telles que la migration cellulaire.
Ces mécanismes décrits apportent une vision différente d’un récepteur souvent cantonné au couple
MET/HGF et élargissent notre regard en intégrant ce récepteur dans un environnement membranaire
et péri-membranaire dynamique et riche. Dans cet environnement, cette vision du récepteur MET
pouvant interagir avec plusieurs partenaires rend compte d’une intégration de signaux extracellulaires

complexes et pouvant étre combinés.

Cascades de signalisation induites par MET

La signalisation dépendante de MET est organisée en plusieurs voies principales capables de
transmettre différentes informations depuis la membrane jusqu’au noyau pour la modulation de
I’expression des génes. Parmi ces voies et a titre d’exemple, nous nous intéresserons principalement
a la cascade des MAPK (Mitogen-activated protein kinases), I'axe PI3K-AKT, la voie STAT (signal
transducer and activator of transcription) et ses interactions avec le complexe NF-kB (Nuclear Factor

kappa B) (Figure 6).

La voie Ras-Raf-MEK-ERK est aussi une des voies MAPK activée par les RTKs. L'activation de
cette voie implique la phosphorylation consécutive plusieurs kinases MAPK. Activées par Ras-Raf, les
sérine/thréonine kinases ERKs (Extracellular signal-Regulated Kinases) sont les kinases effectrices
principalement impliquées dans cette voie apres activation d’un récepteur tyrosine kinase. Dans ce
cas-ci, Ras est activé par MET via le complexe GRB2/SHC (Bardelli et al., 1994). Aprés activation médiée
par Ras-Raf-MEK1/2 (MAPK/ERK kinase 1/2), ERK phosphorylé dimérise et transloque au noyau ou il
est capable de phosphoryler et stabiliser plusieurs facteurs de transcription impliqués dans les phases
précoces G1-S du cycle cellulaire activant ainsi la prolifération mais pouvant également activer la survie

cellulaire. Par ailleurs, il a été montré que I'activation de la voie des MAPK par MET conduisait a
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I'activation par phosphorylation du facteur de transcription Ets-1 (Paumelle et al., 2002). L'expression
de ce facteur de transcription appartenant a la famillle ETS conduisent a une réponse plus forte a de
I'HGF en augmentant particulierement les capacités migratoires et invasives (Jiang et al., 2001). Ets-1
est notamment connu pour réguler I'expression de plusieurs MMPs (Matrix Metalloprotéases) dont
MMP1, MMP7 et MMP9 (Westermarck et al.,, 1997; Ozaki et al., 2000; Watabe et al., 1998). Les
réponses invasives médiées par Ets-1 peuvent alors étre la conséquence de la surexpression des
MMPs. Par ailleurs notre équipe a montré que l'activation constitutive de MET conduisait a la
surexpression des facteurs de transcription de la sous-famille PEA3 de la famille ETS (Kherrouche et
al., 2015). Dans une lignée présentant une surexpression du récepteur par amplification génique, les
facteurs ETV1, ETV4 et ETV5 de la famille PEA3 sont des pivots de la migration induite par MET. En
outre, ces facteurs peuvent également réguler I'expression de plusieurs MMPs dont MMP2 et MMP13
(Dumortier et al., 2018; Kherrouche et al., 2015). L’expression des facteurs PEA3 est réprimée par
Iutilisation d’un inhibiteur de MEK (U0126) démontrant I'implication de la voie MAPK-ERK comme

relais de I'activation de MET par I'HGF.

En parallele, la kinase PI3K p85 peut étre activée directement par sa liaison au récepteur MET
mais aussi indirectement en se liant a GAB1. L'activation de PI3K conduit a la synthése de PIP3
(phosphotidylinositol-3,4,5-triphosphate) a partir de PIP2 (phosphoinositide-4,5-biphosphate)
permettant le recrutement a la membrane de protéines porteuses d’un domaine PH (pleckstrine
homology) et notamment la sérine/thréonine AKT. L’activation de la voie PI3K/AKT peut induire de
nombreuses réponses biologiques. Parmi elles, AKT peut réprimer fortement I’apoptose en inactivant
par phosphorylation BAD (BCL-2 antagonist of cell death), un membre pro-apoptotique de la famille
BCL-2, mais également en activant MDM2 (Murine Double Minute 2), une E3 ubiquitin-ligase
responsable de la dégradation de p53 (Liu, 1999; Moumen et al., 2007). Par ailleurs, comme la voie des
MAPKs, I'activation de cette voie stimule la prolifération cellulaire en inactivant la kinase GSK3f
(Glycogen synthase kinase 3B) permettant la levée d’inhibition de régulateurs positifs du cycle

cellulaire tels que Myc et la cycline D1 (Pap and Cooper, 1998).

De la méme facon, STAT3 peut étre recruté au niveau du site d’amarrage en extrémité
carboxy-terminale de MET suite a son activation (Boccaccio et al., 1998; Zhang et al., 2002).
Consécutivement, la phosphorylation de STAT3 provoque sa dissociation du récepteur et sa
dimérisation par le biais de ses domaines SH2. Ces diméres STAT peuvent alors transloquer au noyau

et réguler I'expression de genes impliqués dans la prolifération ou la différenciation.

Enfin, parmi les voies de signalisation majeures activées, nous pouvons citer la voie NF-kB. Ce

systeme comprend des facteurs de transcription (p65 RelA, RelB, p100/p52 NFkB2, p105/p50 NFkB1)
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initialement présents sous forme inactive monomeérique dans le cytoplasme. Cette forme inactive est
maintenue par la famille de protéines IkBs (Inhibitors of kBs). L’activation de la voie PI3K-AKT et de Src
par MET conduit a I'activation des kinases IKK (IkB kinase). Ces kinases sont alors responsables de la
phosphorylation puis de I'ubiquitination des 1kBs. Ceci conduit a leur dégradation permettant alors la
libération des facteurs NF-kB, notamment la sous-unité p65/RelA, capables de transloquer au noyau
et de stimuler I'expression de nombreux génes impliqués dans la survie cellulaire tels que clAP1
(cellular inhibitor of apoptosis-1), clAP2 et TRAF-2 (TNF receptor-associated-factor-12) (Fan et al.,
2005).

De nombreuses protéines impliquées dans plusieurs voies participent a la signalisation du
récepteur MET et seulement certaines voies majeures ont été détaillées ici a titre d’exemple. Par
ailleurs, il existe des interconnexions entre ces différentes voies permettant encore I'amplification de
la signalisation complexe induite par MET. L’amplification du signal et I'orientation vers I'une ou I'autre

de ces voies permettent ainsi I'induction d’une réponse biologique coordonée.
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Figure 6 : Activation du récepteur MET par I’HGF et cascades de signalisation induites. A. La liaison d’un dimére
d’HGF au récepteur conduit a son homodimérisation puis I'autophosphorylation de plusieurs résidus tyrosine. Au
niveau du domaine kinase, les résidus Y1234 et Y1235 sont phosphorylés dans un premier temps. Ensuite, les
résidus Y1349 et Y1356 du domaine carboxy-terminal sont phosphorylés permettant le recrutement de plusieurs
protéines adaptatrices ou effectrices. Le site régulateur Y1003 dans le domaine juxtamembranaire est également
phosphorylé apres I"activation du récepteur. B. Le domaine carboxy-terminal phosphorylé peut interagir avec des
protéines effectrices (PI3K, STAT3, SRC) mais également avec des protéines adaptatrices (GRB2, GAB1) par leur
motif SH2. La plateforme d’amarrage formée permet I'activation de plusieurs voies de signalisation dont les voies
MAPK-ERK, PI3K-AKT et NFxB. L’activation de ces voies induit diverses réponses biologiques telles que la
prolifération, la survie ou encore la migration.
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Régulation négative directe de I'activité du récepteur

Puisque le récepteur MET peut induire I'activation de nombreuses voies de signalisation ayant
un réle dans des fonctions telles que la prolifération, la survie et la migration, il est nécessaire que le
récepteur puisse étre inactivé et retourner dans un état basal. Bien que tous les mécanismes de
régulation négative du récepteur MET ne soient pas forcément connus, nous pouvons au moins décrire
I'implication de la sérine 985 et des phosphatases comme étant des processus a action directe sur

I"activité kinase du récepteur.

Roéle particulier de la sérine 985

Au sein du domaine juxtamembranaire du récepteur, le résidu sérine 985 fut historiquement
le premier site de régulation négative identifié. Cependant, son réle physiologique et potentiellement
tumorigénique reste encore assez mal connu. Apres stimulation par I'HGF, le résidu S985 est
phosphorylé par la PKC (Protein Kinase C). Cette phosphorylation induit une diminution de I'activité
tyrosine kinase du récepteur par un mécanisme encore inconnu (Gandino et al., 1994). La
déphosphorylation du résidu S985, permettant un retour a I’état initial, est assurée par la phosphatase
PP2A (Hashigasako et al., 2004). Par ses capacités a induire une inhibition de I’activité tyrosine kinase
de MET, la phosphorylation de S985 permet d’inhiber les effets mitogénes de I’'HGF mais également
de stimuler I'endocytose clathrine-dépendante de MET diminuant ainsi le nombre de récepteurs
activables a la membrane. Enfin, ce mécanisme semble étre impliqué dans la régulation de I'activité
de MET in vivo. En effet, lors de la régénération du foie apres lésion, une diminution de
phosphorylation de la S985 est associée a une augmentation de la réponse mitogeéne induite par I'HGF

(Nakayama et al., 2013).

Inactivation directe par les phosphatases

L'activité des RTKs peut étre réprimée par |'action de phosphatases capables d’interagir
directement avec eux. Les protéines tyrosine phosphatases (PTPs) composent une large famille de plus
de 100 protéines qui peuvent étre cytoplasmiques ou membranaires. Parmi elles, plusieurs
phosphatases sont capables d’intervenir dans la régulation de MET. Villa-Moruzzi et al. montrent que
la phosphatase PTP-S est capable de se fixer au niveau du domaine juxtamembranaire (résidus 995 a
1009) du récepteur activé aprés stimulation par le ligand (Villa-Moruzzi et al., 1998). De plus, les
phosphatases PTP1B (ou PTPN1) et TCPTP (T-cell phosphatase ou PTPN2) déphosphorylent les résidus
Y1234-Y1235 du domaine kinase activé. In vivo, des souris transgéniques pour lesquelles PTP1B est
invalidé montrent une augmentation de la phosphorylation de MET plus forte au cours du temps apres
stimulation par I’'HGF associée a une élévation de I'activation des voies de signalisation en aval telles
que les voies MAPK, JNK et ERK (Sangwan et al., 2008a). D’autres phosphatases peuvent réguler MET,
parmi elles, PTPRB (Receptor-type tyrosine-protein phosphatase ou RPTP-B) déphosphoryle
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spécifiqguement le résidu Y1356, site impliqué dans le recrutement des protéines adaptatrices, et
permet de réduire significativement les capacités migratoires induites par I'HGF en inhibant
|'activation de la voie ERK (Xu et al., 2011, 2012). Par ailleurs, la phosphatase PTPRF (ou LAR) dont
I’expression et |'activité sont augmentées apres stimulation par I'HGF, déphosphoryle également le
récepteur régulant I'activité des voies MAPK et PI3K liée a I'inhibition de contact (Kulas et al., 1996;
Machide et al., 2006). Enfin, PTPRJ (ou DEP-1) induit une déphosphorylation préférentielle des résidus
Y1349 et Y1356 en extrémité carboxy-terminale mais également de la protéine d’amarrage GAB1 et
de la sous-unité p120 de la B-caténine impliquée dans la motilité liée a MET (Palka et al., 2003). En
conclusion, les modes de recrutement et d’action des phosphatases sont finalement peu connus alors

gu’ils pourraient étre un mécanisme clef de régulation négative de I'activité du récepteur.

Internalisation du récepteur par endocytose

Dégradation du récepteur aprés internalisation

Apres stimulation par son ligand, le récepteur MET est rapidement soumis a endocytose pour
s’accumuler dans des vésicules desquelles sa signalisation peut étre maintenue, il peut ensuite étre
dégradé ou recyclé (Figure 7). L'internalisation de MET aprés activation par I’'HGF est principalement
dépendante de la clathrine et de la dynamine puisque la répression de ces deux acteurs altére
significativement I'’endocytose du récepteur (Hammond et al., 2001; Joffre et al., 2011; Kermorgant
and Parker, 2008). L’ubiquitine ligase CBL joue également un rdle majeur dans ce processus. CBL peut
étre recruté a MET par deux mécanismes distincts : une interaction directe et indirecte. Le domaine
TKB (Tyrosine Kinase Binding), contenant entre autre un motif variant SH2, permet la reconnaissance
et l'interaction avec le site Y1003 phosphorylé inclus dans le motif DYR au sein du domaine
juxtamembranaire (Peschard et al., 2004). CBL peut également se lier indirectement a MET via le
domaine SH3 de GRB2 lié au résidu Y1356 phosphorylé (Li et al., 2007). Il peut également servir de lien
entre MET et I’endophiline responsable de la courbure de la membrane via le complexe CIN85 (Petrelli
et al., 2002). Comme pour la clathrine et la dynamine, la répression génique de CBL ou GRB2 ou des
mutations de leurs sites de liaison a MET déstabilisent ce processus (Joffre et al., 2011; Li et al., 2007).
Abella et al. montrent cependant que l'ubiquitination de MET par CBL n’influence pas son
internalisation mais est indispensable au ciblage de MET par les composants de la machinerie
lysosomale pour sa dégradation (Abella et al., 2005). L'implication de CBL dans I'initiation du processus

d’endocytose reste donc en discussion.

Apres cette premiere étape de formation des endosomes précoces, le passage des vésicules
vers le compartiment périnucléaire se réalise le long des microtubules et est stimulé par la protéine

PKC o (Protein kinase C) (Kermorgant et al., 2003) et la phosphatase PTP1B (Sangwan et al., 2011).
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Aprés sa stimulation par I'HGF et probablement au cours de son internalisation, le récepteur est
rapidement polyubiquitiné par CBL (Peschard et al., 2001). Le déplacement du récepteur depuis la
membrane et portant ces marques d’ubiquitination est nécessaire a la phosphorylation de HRS (HGF-
regulated tyrosine kinase substrate) localisé au niveau de I'endosome et impliqué dans le tri des
récepteurs vers le corps multivésiculaire et leur dégradation ultérieure (Abella et al., 2005; Hammond

etal., 2001, 2003).

Moins décrite, la molécule LRIG1 est impliquée dans un autre processus de dégradation de
MET non médié par CBL et indépendant d’une activation du récepteur par 'HGF. L'ubiquitination de
LRIG1 favorise le recrutement du complexe LRIG1-MET aux vésicules lysosomales via l'interaction de
LRIG1 avec HRS. Leur présence au sein de ces vésicules conduira in fine a la dégradation concomitante
de MET et LRIG1. Les mécanismes régulant positivement I'ubiquitination de LRIG1 ne sont pas connus,
cependant, la désubiquitination de celle-ci par UP58 permet de réduire I'activité de LRIG1 sur MET

(Shattuck et al., 2007; Lee et al., 2014).

Bien que l'inhibition du lysosome ou du protéasome conduisent tous deux a une augmentation
de la stabilité du récepteur, I'implication du lysosome dans la dégradation du récepteur par fusion avec
les endosomes est clairement établie alors que I’action du protéasome dans la dégradation de MET est
encore peu caractérisée et pourrait étre plutét indirecte (Carter et al., 2004; Hammond et al., 2001;

Kermorgant et al., 2003).

Comme pour d’autres récepteurs, MET peut aussi étre recyclé vers la membrane aprés son
internalisation, bien qu’a ce jour peu d’études aient permis de mettre en évidence tous les mécanismes
sous-jacents. Cependant, il a été démontré dans les cellules HelLa qu’un pool de MET internalisé est
recyclé apres stimulation par I’'HGF. Ce processus fait intervenir une interaction spécifique de MET avec
la protéine GGA3 (Golgi-localised gamma ear-containing Arf-binding protein 3) des endosomes. De
maniére intéressante, les mutations activatrices M1268T (ou M1250T) et D1246N (ou D1228N) du
domaine kinase du récepteur provoquent un recyclage permanent de MET a la membrane associé a

un défaut de dégradation (Joffre et al., 2011).
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Figure 7 : Internalisation par endocytose du récepteur MET. L’activation du récepteur par I’HGF conduit a la
phosphorylation du site Y1003. Cette phosphorylation permet le recrutement de I’'E3 ubiquitine ligase CBL qui va
ainsi fixer plusieurs molécules d’ubiquitine sur le récepteur en paralléle de I'internalisation de MET au sein de
vésicules de clathrine.La formation de ces vésicules de clathrine est permise par la génération d’une hélice de
dynamine autour du point de fusion de la membrane. La fixation de CBL permet également de lier MET et
I’'endophiline responsable de la courbure de la membrane via le complexe CIN85. Au niveau des endosomes
tardifs, I'ubiquitination du récepteur permet la phosphorylation de HRS puis le recrutement du complexte ESCRT
conduisant a I'adressage du récepteur vers les corps multivésiculaires. Ces corps multivésiculaires fusionnent
ensuite avec des lysosomes conduisant a la dégradation du récepteur. Dans les endosomes tardifs, I’association
de MET avec GGA3 permet le recyclage de MET vers la membrane. Par ailleurs, I'ubiquitination de LRIG1 a la
membrane favorise le recrutement du complexe LRIG1-MET aux vésicules lysosomales médiée par I'interaction
de LRIG1 avec HRS. L’adressage du complexe LRIG1-MET aux vésicules lysosomales conduit également a leur
dégradation concomitante.
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Maintien de la signalisation au cours de I'internalisation

Si ce processus d’internalisation puis de dégradation est traditionnellement décrit comme un
mécanisme de régulation négative des RTKs, MET est capable de poursuivre sa signalisation depuis ces
endosomes ou il peut rester actif (Kermorgant and Parker, 2008; Kermorgant et al., 2004). Par exemple,
les récepteurs mutés en M1268T et D1246N ayant un défaut de dégradation s’accumulent alors dans
des endosomes d’ou ils continuent leur signalisation avant d’étre adressés de nouveau a la membrane.
Cette persistance de signalisation sous forme endosomale est essentielle a leur potentiel
tumorigénique puisque le blocage du processus d’endocytose permet de diminuer, entre autres, la
croissance tumorale de cellules exprimant ces mutations de MET. La phosphorylation du récepteur
n‘ayant pas été affecté, la diminution des capacités transformantes de MET est donc bien la

conséquence de son défaut de localisation (Joffre et al., 2011).

Plusieurs études tendent notamment a démontrer I'importance de linternalisation du
récepteur dans I'activation de la voie ERK (Figure 8). Dans les cellules Hela, les capacités de migration
cellulaire sont dépendantes de la localisation de MET dans les endosomes précoces desquels ERK1/2
phosphorylé transloque vers des régions activatrices relais (Kermorgant et al., 2004). Par ailleurs, la
perte de GGA3, dont I'interaction permet le recyclage de MET, conduit a une diminution de I'activation
de ERK1/2 (Parachoniak et al., 2011). De plus, peu de temps apreés la stimulation par 'HGF, MET est
internalisé puis repositionné au pole apical des cellules MDCK (Madin-Darby Canine Kidney). De cette
localisation, il se lie a GAB1 qu’il phosphoryle ensuite conduisant a la formation de « dorsal ruffles »,
des protrusions membranaires riche en filaments d’actine. Dans ces microdomaines, les complexes
MET-GAB1 peuvent activer particulierement ERK1/2 (Abella et al., 2010). D’autre part, I'internalisation
de MET et sa sublocalisation périnucléaire est requise pour une activation efficace de STAT3. Des
phosphatases cytoplasmiques déphosphorylent rapidement STAT3 inhibant ainsi son activité.
L'activation de STAT3 par MET au sein du compartiment périnucléaire permet ainsi sa protection vis-
a-vis de ces phosphatases et son accumulation sous forme phosphorylée dans le noyau (Kermorgant

and Parker, 2008).
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Figure 8 : Signalisation du récepteur MET au cours de son internalisation. Aprés internalisation du récepteur, les
vésicules de clathrine fusionnent avec les endosomes. Depuis les endosomes, MET peut étre repositionné au péle
apical duquel il phosphoryle GAB1 conduisant a la formation de « dorsal ruffles », des protrusions membranaires
riches en filament d’actine. Dans ces régions, les complexes MET-GAB1 peuvent activer particulierement ERK.
D’autre part, les endosomes peuvent rejoindre le compartiment périnuclaire le long des microtubules et ce
transport est stimulé par PKCc et PTPT1B. La sublocalisation périnucléaire des complexes MET-STAT3 permet la
translocation des diméres STAT3 phosphorylés.
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Implications des clivages de MET dans plusieurs processus biologiques

La signalisation induite par I'activation du récepteur MET a la membrane par 'HGF est bien
décrite et conduit a de nombreuses réponses biologiques communes a d’autres récepteurs tyrosine
kinase. De maniére particuliere, le récepteur MET est également soumis a différents clivages
protéolytiques et plusieurs fragments issus de ces clivages sont impliqués dans des processus
biologiques (Figure 9). L'étude de ces fragments, découverts pour certains par notre laboratoire,
permet d’avoir une vision originale des implications cellulaires de MET. La revue « Proteolytic
cleavages of MET : the divide-and-conquer strategy of receptor tyrosine kinase » en annexe (p. 89)
présente I’état de la littérature des fragments de MET connus et seront présentés ici un descriptif plus

bref de ces éléments.

Régulation de la stabilité du récepteur MET : clivage par les sécrétases

Découvert dans les années 1990, le premier fragment de MET d’une taille d’environ 90 kDa est
détecté dans un surnageant de culture (Prat et al., 1991). En fait, le récepteur MET, comme d’autres
RTK, est soumis a un mécanisme de protéolyse intramembranaire régulé par les présénilines (PS-RIP,
presinilin-regulated intramembrane proteolysis). Le récepteur est dans un premier temps clivé sur un
site non identifié par les métallo-protéases membranaires ADAM-10 et ADAM-17 (Kopitz et al., 2007;
Yang et al., 2012). Cette premiére étape génére un fragment soluble porteur de I'extrémité amino-
terminale et constitué du domaine extracellulaire de MET (MET-NTF ou appelé également soluble MET,
SMET) d’une taille d’environ 90 kDa alors que persiste transitoirement un fragment, d’environ 55 kDa,
transmembranaire et cytoplasmique porteur de I'extrémité carboxy-terminale de MET (MET-CTF ou
p55 MET). Ce fragment peut étre internalisé puis dégradé par le lysosome. Cependant, ce fragment
peut subsister et étre soumis a un deuxieme clivage par le complexe y-sécrétase, dont la présiniline est
la sous-unité catalytique, et ainsi générer un nouveau fragment labile intracelullaire de MET (MET-ICD
ou p50 MET) dégradé ensuite par le protéasome dans le cytosol (Foveau et al., 2009; Ancot et al.,
2012). Bien que ce clivage intervienne en conditions basales, il apparait que I'interaction de MET avec
I'HGF stimule ce clivage et d’'une maniere dose-dépendante (Wajih et al., 2002). Cet effet est par
ailleurs associé a une augmentation de I'expression des métallo-protéases ADAM-10 et ADAM-17 dans
le cas de trophoblastes traitées par de I'HGF (Yang et al., 2012). Ce processus de protéolyse, induisant
la dégradation de MET, diminue le temps de demi-vie du récepteur et permet de prévenir son
accumulation a la membrane. Bien que les fragments MET-CTF et MET-ICD soient labiles, le fragment
SMET est détecté facilement dans le surnageant de culture mais également dans le sang et 'urine
(Copin et al., 2016; McNeil et al., 2014; Wajih et al., 2002). Il a été démontré qu’une augmentation du
fragment sMET, dans le surnageant de culture, permet de réduire les réponses d’invasion induites par

I’'HGF (Yang et al., 2012). En outre, I'inhibition des ADAMs induisant une accumulation de MET a la
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membrane potentialise les réponses induites par I'HGF (Miller et al., 2013). Par ce contréle
d’expression membranaire du récepteur par dégradation, ce processus est un véritable mécanisme de
régulation négative de MET. Le récepteur MET soluble présente une plus faible affinité pour I'HGF que
le récepteur ancré a la membrane (Wajih et al., 2002). Il semblerait alors qu’un exces significatif de
SMET soit nécessaire pour entrer en compétition avec le ligand. Cependant, I'action physiologique de

ce fragment ou son implication dans la tumorigenéese n’est pas encore claire.

Implication de MET dans I'apoptose : clivage par les caspases

Alors que l'activité du récepteur est plutdt associée a la survie cellulaire, le récepteur MET
présente également une face cachée en étant capable de potentialiser les processus apoptotiques en
fonction du contexte cellulaire. En effet, aprés induction de I'apoptose, un fragment intracellulaire
contenant le domaine kinase de MET et d’environ 40 kDa est détecté (p40 MET *P*€), Ce fragment
résulte d’'un premier clivage par les caspases sur les résidus D1376 ou D1380 en extrémité carboxy-
terminale (site DNAD¥7°DEVD*?) puis d’un second clivage par la caspase 3 au sein du domaine
juxtamembranaire sur le résidu D1002 (site ESVD!%?) (Foveau et al., 2006). En séparant le domaine
extracellulaire capable de lier 'HGF du domaine kinase de MET, ce clivage ne permet plus I'activation
des voies de signalisation de survie induite par ’'HGF. Il a pu étre mis en évidence en outre que le
fragment p40 MET présente une capacité pro-apoptotique intrinseque. En effet, la surexpression de
ce fragment dans des cellules MDCK induit une augmentation de la mort cellulaire associée a
I’activation de la caspase 3 (Tulasne et al., 2004). L'induction d’une hépatite fulminante in vivo conduit
également a la génération de p40 MET (Lefebvre et al., 2013). L'implication de p40 MET dans
I'apoptose est dépendante de la réalisation des deux clivages successifs au site DNADDEVD en
extrémité carboxy-terminale puis dans le domaine juxtamembranaire. L’expression de la forme non-
apoptotique de p40 MET, non clivée en extrémité carboxy-terminale, par des souris
transgéniques/knock-in mutées sur le résidu D1374 (p. D1374N) favorise la survie des hépatocytes
apres induction de I'apoptose par I'agoniste de FAS (Duplaquet et al., 2020). De maniére intéressante,
le peptide de dix acides aminés porteur de I'extrémité carboxy-terminale généré par le premier clivage
est capable d’inhiber I’activité de la caspase 3 lorsqu’il est surexprimé de maniére exogéne (Ma et al.,
2014). Ceci suggere donc que le premier clivage favorise la survie cellulaire, une réponse biologique
induite par le récepteur MET activé par son ligand, alors que le second clivage, au sein du domaine
juxtamembranaire, participe ensuite activement au processus apoptotique en induisant la

perméabilisation mitochondriale.

Des travaux récents de notre équipe montrent que ce fragment en se localisant au niveau de
la région MAM (mitochondria-associated ER membranes), linterface entre le réticulum

endoplasmique (RE) et la mitochondrie, favorise la perméabilisation de la membrane mitochondriale,
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une des étapes clefs de I'apoptose (Duplaquet et al., 2020). Les membres de la famille BCL2,
régulateurs majeurs de I'apoptose par régulation des flux calciques entre autres, se localisent au
niveau de la membrane externe de la mitochondrie mais sont aussi présents au RE (Rong et al., 2008).
Il a été montré que la répression de I'expression de BAK réduit la mort cellulaire des cellules
mammaires MCF10A induite par p40 MET alors que cet effet est absent lors de la répression de BAX.
(Lefebvre et al., 2013; Duplaquet et al., 2020). Des expériences de FRET ont montré que la protéine
pro-apoptotique BAK est capable d’interagir avec p40 MET dans les cellules MCF10A et les cellules
hépatiques IHH. Lorsque BAK est activé, il peut induire un relargage massif de calcium du RE conduisant
a une accumulation mitochondriale calcique favorisant ainsi I'apoptose (Mebratu et al., 2017). Ainsi,
I'interaction de p40 MET avec BAK dans les MAM favoriserait le processus apoptotique engagé en

stimulant les échanges calciques entre le RE et la mitochondrie.

Par ses capacités a participer au processus d’apoptose en absence d’"HGF alors que I’activation
du récepteur par son ligand régule de nombreuses voies de signalisation dont certaines associées a la
survie cellulaire, MET appartient a la famille des récepteurs a dépendance. En effet, bien que les
récepteurs soient considérés comme inactifs lorsqu’ils ne sont pas activés par leur ligand, certains RTKs
tels que TRKC, TRKA, KIT, RET, EPHA4, ALK et IGF-1R sont capables de participer a la mort cellulaire en
absence de stimulation (Negulescu and Mehlen, 2018). L’équilibre fin entre survie et apoptose est donc

partiellement dépendant de ces récepteurs dont fait désormais partie le récepteur MET.

Autres clivages

D’autres fragments du récepteur MET ont été mis en évidence et seront ici décrits plus
brievement. En premier lieu, nous pouvons citer un fragment généré durant la nécrose. La nécrose,
souvent décrite comme un phénomeéne non régulé, est désormais caractérisée comme un véritable
processus de mort cellulaire indépendant des caspases. L'induction de nécrose par stress calcique est
associée a une diminution de I'expression de MET dans les quelques minutes suivant la stimulation.
Cette baisse d’expression est associée une perte des capacités de stimulation du récepteur par I’'HGF
(Montagne et al., 2015). En paralléle de cette baisse d’expression du récepteur pleine longueur, un
fragment intracellulaire et un fragment extracellulaire sont détectés. Similairement au processus de
protéolyse PS-RIP, un clivage réalisé par les ADAMs permet la libération du fragment extracellulaire
d’environ 90 kDa. En second temps, un fragment intracellulaire d’environ 40 kDa est ensuite généré
par l'action des protéases calpaines. Les calpaines, dépendantes du calcium, sont particulierement
activées durant la nécrose et clivent notamment les protéines du cytosquelette telles que la spectrine
et la tubuline (Billger et al., 1988). Le fragment p40 MET€Pan¢ généré est proche du fragment p40
MET<®P2s€ car les deux clivages ont lieu dans le domaine juxtamembranaire, cependant les caspases

clivent au niveau du motif ESVD1002 alors que les calpaines clivent au niveau du résidu T1036. En
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outre, le fragment p40 MET®P3" conserve son extrémité carboxy-terminale et son expression exogéne

n’induit pas I'apoptose comme observé pour le fragment p40 MET**??*¢(Montagne et al., 2015).

Enfin, un fragment intracellulaire d’environ 45 kDa est détecté lorsque des cellules sont
portées a confluence. De maniere intéressante, la mutation du résidu R970 au sein du domaine
juxtamembranaire favorise d’autant plus la génération de ce fragment, probablement par les
calpaines, dans ces mémes conditions de densité cellulaire (Montagne et al., 2017). Compte tenu de
la taille du fragment, le clivage de MET aux abords du résidu R970 au sein du domaine
juxtamembranaire est cohérent avec la taille du fragment mais il n’a pas encore été décrit de site
consensus de reconnaissance par les calpaines. Le fragment p45 MET se distingue des autres fragments
décrits précédemment puisque sa génération n’est pas associée a une diminution de la forme pleine
longueur du récepteur. Ce clivage n’apparait donc pas comme un mécanisme de régulation négative
du récepteur MET. De plus, si les fragments p40 MET3s et p40 MET®P3"es sont impliqués dans la
mort cellulaire, I'expression exogene du fragment p45 MET favorise la dispersion et I'invasion cellulaire
(Montagne et al., 2017). En revanche, les mécanismes par lesquels p45 MET induit la motilité cellulaire
restent non élucidés. Ce fragment ne présentant pas de phosphorylation des résidus tyrosine du
domaine kinase, cela suggere cependant un mécanisme différent de celui de I’activation canonique du

récepteur membranaire pleine longueur.
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Figure 9 : Description des clivages protéolytiques du récepteur MET. A.En conditions basales, la protéolyse de
MET par PS-RIP est réalisée par un premier clivage des protéases ADAM générant le fragment extracellulaire
MET soluble (ou MET-NTF) et le fragment intracellulaire p55 MET (ou MET-CTF). Un second clivage de p55 MET
par la y-sécretase génére le fragment p50 MET (ou MET-ICD). Les fragments p55 MET et p50 MET sont ensuite
dégradés repectivement par le lysosome et le protéasome. B. Durant I'apoptose, le domaine juxtamembranaire
est clivé par les caspases générant le fragment p40 MET™. ce fragment favorise la perméabilisation
mitochondriale ce qui amplifie I'apoptose. C. Pendant la nécrose, le récepteur MET est clivé par les calpaines sur
le site T1036 ce qui génere le fragment intracellulaire p40 MET™P", Séparant le domaine kinase du domaine
extracellulaire, le récepteur n’est alors plus activable. D. En condition de forte densité cellulaire ou en présence
de la mutation R970C, MET est clivé par les calpaines. Le fragment p45 MET intracellulaire généré favorise la
migration et 'invasion. (extrait de “Proteolytic cleavages of MET: the divide-and-conquer strategy of a receptor
tyrosine kinase”, Fernandes et al., 2019).
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MET nucléaire : une localisation inattendue

A partir de 1994, |le récepteur MET a été détecté dans le noyau de mélanocytes et kératinocytes
(Saitoh et al., 1994). Par fractionnement subcellulaire, il a pu étre montré qu’il s’agit d’un fragment
d’environ 60 kDa contenant I'extrémité carboxy-terminale et I'utilisation de différentes constructions
de MET permettent la mise en évidence que la région juxtamembranaire (P1027-11084) est nécessaire
pour la génération du fragment nucléaire nMET suggerant un clivage dans cette région (Pozner-Moulis
et al., 2006). En outre, la phosphorylation du résidu Y1003 de nMET dans des cellules de tumeurs
pulmonaires squameuses (Ma et al., 2005) et/ou la phosphorylation des résidus Y1234-1235 dans
d’autres lignées pulmonaires (Kanteti et al., 2009) suggerent que le récepteur est actif lorsqu’il se
localise dans le noyau. Evoqués par d’autres travaux, d’autres stimulations pourraient étre a I'origine
de ce processus. Pozner et al. montrent notamment que la faible confluence des cellules favorisent
une expression nucléaire et cytoplasmique de MET alors qu’a contrario des cellules a forte densité
présentent majoritairement une expression membranaire et cytoplasmique du récepteur (Pozner-
Moulis et al., 2006). Les mécanismes d’internalisation de nMET restent peu élucidés et il est encore
peu clair si ce processus est dépendant des vésicules de clathrine médiées par le complexe CBL-CIN85-
endophiline. Il apparait cependant que cette translocation serait dépendante de GAB1 et de
I'importine puisque la répression de I'expression de I'un ou I'autre réduit significativement la présence
de MET dans le noyau et GAB1, porteur d’une séquence de localisation nucléaire (NLS), transloque au

noyau également aprés une stimulation par I’'HGF (Gomes et al., 2008).

Si MET était déja décrit dans le noyau, son role dans ce compartiment restait peu connu.
Matteucci et al. en 2009 montre que nMET possede des capacités de transactivation similaires a un
facteur de transcription (Matteucci et al., 2009). Particulierement dans la prostate, dans des modeles
de résistance a la privation androgénique, nMET est capable d’activer la transcription de SOX9, de la
[-caténine et des homeobox Nanog, des genes particulierement liés aux phénotypes de cellules
souches. Par ailleurs, dans ces modéles, il est montré que I'expression de nMET favorise la formation
de sphéroides (Xie et al., 2014). Cette activité de nMET pourrait étre dépendante de ARF qui en se liant
au domaine cytoplasmique du récepteur permettrait sa stabilisation jusqu’au noyau (Xie et al., 2019).
Enfin, il a été démontré que I'induction de I'expression de nMET augmente I'invasion de cellules de
carcinomes hépatiques (HCC) in vitro mais aussi la formation de tumeurs et métastases pulmonaires
in vivo. Il a également été montré que I'implication de nMET dans ces potentiels transformants est
médiée par une activation directe de la voie NF-xB, une voie majeure de la tumorigenése (Tey et al.,

2017).

En outre, de maniére surprenante le récepteur MET pleine longueur peut également étre

détecté dans le noyau, notamment dans la lignée endothéliale hépatique SkHepl (Gomes et al., 2008).
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Certaines études montrent qu’une stimulation par I'HGF peut induire la translocation de MET au noyau
dans des lignées de mélanome ou hépatiques en quelques minutes (Ye et al., 2008; Gomes et al., 2008).
Bien que la localisation du récepteur dans le compartiment périnucléaire soit décrit, les mécanismes
de translocation de MET pleine longueur au noyau ne sont pas connus et nécessiteraient des

investigations supplémentaires.

La caractérisation de la sublocalisation nucléaire de MET, sous forme de fragment ou pleine
longueur, puis la mise en évidence de ses capacités de transactivations directes sur des génes associés
a des réponses biologiques telles que la formation de sphéroides ou la migration sont des données
nouvelles et originales dans la vision d’un récepteur tyrosine kinase membranaire. Alors que la
signalisation cytoplasmique induite par l'activation du récepteur par I’'HGF a la membrane est
désormais bien décrite, d’autres travaux sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes
permettant sa translocation au noyau d’une part mais également d’identifier plus largement ses

fonctions nucléaires d’autre part.

Fonctions physiologiques du couple MET/HGF

Rapidement aprés la découverte du récepteur MET et de son ligand, plusieurs études montrent
que l'activation de MET par I’'HGF sur des cultures cellulaires peut induire de nombreuses réponses
biologiques différentes. Cette variété de réponses cellulaires s’expligue notamment par les
nombreuses voies de signalisation activées par le récepteur et sont ordonnées en fonction du type
cellulaire et de son environnement cellulaire. Les premiers travaux ayant permis |'identification de
I"'HGF comme ligand de MET décrivent une augmentation de la prolifération des hépatocytes en culture
(Hepatocyte Growth Factor) et une réponse de dispersion a faible densité cellulaire pour les MDCK
(Scatter Factor) (Nakamura et al., 1984; Stoker et al., 1987). Associé a ces observations, |'activation du
récepteur par 'HGF stimule également les capacités migratoires et invasives des cellules dans une
matrice extracellulaire synthétique notamment en augmentant I'expression de protéases (MMPs,
Matrix Metalloproteases) permettant la dégradation de la matrice extracellulaire (Jeffers et al., 1998;

Kermorgant et al., 2001).

Le couple MET/HGF joue également un role important dans la survie cellulaire en plus de ces
effets mitogénes. Ces réponses lient alors le couple MET/HGF au processus de réparation tissulaire et
ce, plus particulierement dans le foie. En effet, une lésion hépatique conduit rapidement a une
augmentation du taux d’Hgf actif dans le foie et le plasma mais également a une hausse de transcrits
Hgf dans d’autres organes a distance tels que les poumons, les reins ou la rate (Fujiwara et al., 1993;
Lindroos et al., 1991; Yanagita et al., 1992). L’établissement de souris KO Met conditionnel dans le foie

ne montre pas d’effet sur la fonction physiologique des hépatocytes. En revanche, ces souris montrent
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une plus grande sensibilité a I'apoptose dans le foie associée a un retard de réparation tissulaire apres
hépatectomie partielle ou traitement toxique (Borowiak et al., 2004; Huh et al., 2004). De plus,
I"administration d’"HGF permet de protéger de 'apoptose hépatique induite par le ligand de Fas in vivo
(Kosai et al., 1998). De maniere intéressante, alors que le récepteur de mort Fas est particulierement
exprimé dans les hépatocytes, MET peut interagir directement avec celui-lui. Par cette liaison, le
récepteur Fas n’est alors plus activable et permet ainsi de protéger la cellule de I'apoptose (Wang et
al., 2002). Le récepteur MET et son ligand HGF jouent donc un réle crucial dans I’homéostasie tissulaire
par les capacités de MET a induire a la fois des réponses de prolifération, survie mais également de

migration.

En plus de ces réles dans la réparation tissulaire chez I'adulte, le couple MET/HGF joue
également un réle déterminant lors de |'organogenése. L'expression de Met et Hgf est variable en
fonction du stade de développement. Lors des phases de gastrulation, la co-expression de Met et Hgf
est retrouvée dans I'endoderme et le mésoderme suggérant une action autocrine de I’'HGF. Lors de
I’organogenese, cette co-expression est retrouvée uniqguement au niveau du tube neural, des somites
et du cceur. Au-dela de ces régions et a ce stade de développement, le récepteur est exprimé plus
spécifiquement dans les tissus épithéliaux alors que son ligand I'est dans les tissus mésenchymateux
(Andermarcher et al., 1996). Cette cinétique d’expression suggére le passage d’un systéme d’activation
autocrine a paracrine, plus proche de celui retrouvé dans I'organisme adulte. L’expression autocrine
conservée de I'Hgf au cours de I'organogenése conduit au maintien a I'état indifférencié des muscles
squelettiques et des précurseurs des mélanocytes (Takayama et al., 1997). L’expression de MET et de
I'HGF est essentielle au développement embryonnaire puisque I'extinction des genes Met ou Hgf
conduit a la mort in utero des embryons a environ 15 jours de développement (Uehara et al., 1995).
Pour I'un ou l'autre des genes abolis, les embryons présentent de fagon similaire une altération du
trophoblaste, I'absence de développement de muscles squelettiques et du diaphragme ainsi qu’un foie
de taille réduite (Schmidt et al., 1995). Comme vu précédemment, I'activation de MET par I'HGF joue
un role mitogéne majeur dans les hépatocytes, la taille réduite du foie s’explique ainsi par ce défaut
de prolifération de ces derniers. Par la suite, des travaux d’extinctions conditionnels de MET ont permis
d’identifier plus précisément le role du récepteur dans le développement d’autres organes en
dépassant la létalité in utero. Dans I’'ensemble, ces études montrent I'impact de I'invalidation de Met
dans le développement des alvéoles pulmonaires et le nombre de néphrons lors de KO conditionnels
respectivement dans les poumons et les reins (Calvi et al., 2013; Ishibe et al., 2009). Enfin, le défaut de
développement d’un sous-groupe de motoneurones est observé lors de I'invalidation de Met dans le

systeme nerveux central (Lamballe et al., 2011).
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Pour conclure, le couple MET/HGF joue un rdle crucial dés les premiers stades de
développement embryonnaire jusqu’au maintien de ’lhoméostasie tissulaire chez I'adulte. L'induction
d’un large panel de réponses biologiques associées est alors finement régulée et dépendante du type

cellulaire et de son environnement.

IV. Le récepteur MET : un acteur de la tumorigenese

Comme nous I'avons vu précédemment, les récepteurs tyrosine kinases en général jouent un
role majeur dans I’homéostasie tissulaire impliquant notamment des réponses biologiques telles que
la prolifération, la survie ou la migration. La dérégulation de leur activité par différentes altérations
moléculaires peut alors étre impliquée dans I’'oncogenése de nombreux cancers et la plupart des RTKs,
dont MET, sont considérés comme des proto-oncogenes. La détection et la caractérisation de ces
altérations, permise par les technologies de séquengage a haut débit, ont conduit au développement
de thérapies ciblant ces récepteurs et apportent un véritable espoir thérapeutique a de nombreux
patients. L’activation dérégulée du récepteur peut étre la conséquence de différentes altérations

incluant notamment des mutations ponctuelles, des amplifications géniques ou des translocations.

Mutations Amplification Dérégulation HGF Transcrits de
ponctuelles génique Boucles autocrines fusions
Cancers papillaires Gastriques et Glioblastomes Glioblastomes et
rénaux pulmonaires mélanomes

(‘"’ )(p ) ‘:f’){\‘v )
o0 O

Figure 10 : Mécanismes principaux de dérégulations activatrices du récepteur MET dans les cancers. Ces
meécanismes incluent des mutations ponctuelles notamment du domaine kinase (10% des cancers papillaires
rénaux), des amplifications géniques de MET (3% des cancers gastriques et pulmonaires), des dérégulations de
I'expression d’HGF telles que des stimulations autocrines (observé dans les glioblastomes) et des protéines de
fusion issues de réarrangements chromosomiques conduisant a la dimérisation constitutive du récepteur ou une
expression dérégulée.
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Mutations ponctuelles

Historiquement, les premiéres mutations impactant MET ont été détectées dans les cancers
rénaux en 1997. Des mutations germinales du domaine kinase de MET co-ségréguent avec une
présentation familiale de carcinomes tubulo-papillaires de type | dans prés de 80% des familles
étudiées suggérant |'effet causal de ces mutations dans la tumorigenese. A I'état germinal ou
somatique, les premiéres mutations ponctuelles retrouvées sont M1149T, V1206L, Y1228C, V1238],
D1246N/H, Y1248C et M1268T (Schmidt et al., 1997). Récapitulées en table 1, d’autres mutations ont

ensuite été diagnostiquées dans des cancers rénaux familiaux ou sporadiques (Schmidt et al., 1999).

Mutation
Domaine

Isoforme courte Isoforme longue

V136l
SEMA
A320V Table 1 : Mutations de MET dans le cancer du rein.
V1092] V1110l Les différentes mutations de MET retrouvées dans le
T T cancer du rein sont résumées ici et sont regroupées en
/LY /LY fonction du domaine impacté. Il existe deux isoformes
H1106D H1124D du transcrit MET, la colonne de gauche désigne les
M1131T M1149T mutations sel‘on’ ' la  numérotation canonique
correspondant a I'isoforme 1 alors que la colonne de
V1188L V1206L droite suit la nomenclature de I'isoforme 2 contenant
Kinase 11195V 11213V 18 acides aminés supplémentaires a partir du regdu
S755  (TWWKEPLNIVSFLFCFAS). Les mutations
V12201 V1238l détectées a I’état somatique sont indiquées en vert
D1228N/H D1246N/H alors les mutations germinales sont en orange.
Y1230C/D Y1248C/D
Y1235D Y1253D
M1250T M1268T

[ Mutations somatiques

[ Mutations germinales

Par ailleurs, bien que plus rarement, des mutations du domaine kinase de MET sont impliquées
dans d’autres types de cancers. Les mutations M1268T, T11911 et K1262R ont été retrouvées dans des
carcinomes hépatocellulaires développés chez I’enfant. Dans les carcinomes squameux de la téte et

du cou, les mutations Y1253D et Y1248H/C ont également été identifiées.

Ces versions mutées du récepteur MET apparaissent phosphorylées sur les résidus tyrosine du
domaine kinase méme en absence de ligand. Cette activation constitutive conduit a la transformation
des fibroblastes murins NIH3T3 in vitro et au développement de tumeurs sous-cutanées dans des

modeles de souris nude (Jeffers et al., 1997). L'implication de certaines de ces mutations dans la
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tumorigenese a été démontrée par I'établissement de modeles murins knock-in porteurs des
mutations Met D1226N (D1246N METhu), Y1228C (Y1248C), M1248T (M1268T) et M1248T/L1193V
(L1213V). Ces souris ont développé de nombreuses tumeurs telles que des carcinomes, des sarcomes
et des lymphomes et ces tumeurs présentent des duplications du gene MET muté comme cela a pu

étre observé dans les cas familiaux de cancers papillaires rénaux (Zhuang et al., 1999).

Bien que ces mutations conduisent a une augmentation de I'activité kinase du récepteur et a
I’'acquisition d’un phénotype transformant, le role de I’'HGF dans ce contexte reste non élucidé. Michieli
et al. montrent que la stimulation par 'HGF peut augmenter les capacités transformantes en NIH3T3
lorsque le récepteur est muté dans le domaine kinase. L’expression d’un récepteur incapable de fixer
I"'HGF ou I'utilisation d’'une forme d’HGF inactive diminue la formation de colonies transformées malgré
la présence des mutations (Michieli et al., 1999). S'il est possible que I'HGF accroisse les capacités
transformantes du récepteur MET muté, il n’apparait pas clair globalement qu’il soit complétement

indispensable.

De maniére intéressante, toutes les mutations dans le domaine kinase ne semblent pas avoir
les mémes conséquences. En premier lieu, alors que les mutations L1213V et Y1248C sont retrouvées
dans des formes de cancers papillaires rénaux, ces deux mutants n’induisent pas la transformation de
fibroblastes. En revanche, les cellules exprimant ces versions mutées du récepteur résistent plus
fortement a I'apoptose induite par un traitement a la staurosporine que des cellules MET sauvage et
cette résistance est augmentée en présence d’'HGF, bien que les mécanismes en cause ne soient pas
élucidés (Giordano et al., 2000). En second lieu, il a pu étre montré que les mutations M1268T et
D1246N favorisent un recyclage permanent du récepteur a la membrane associé a un défaut de

dégradation et ceci s’ajoutant a I'activation constitutive du domaine kinase (Joffre et al., 2011).

Cependant moins répertoriées, des mutations affectant également le domaine extracellulaire
de MET ont été observées. Pres de 7% de cas de mésothéliomes présentent une altération dans ce
domaine (N375S, M431V et N454l) (Jagadeeswaran et al., 2006). La mutation N375S mais également
d’autres mutations (L211W, A347T, E355K et M362T) impactant ce domaine ont également été
retrouvées dans des cas de cancer du poumon avec une prévalence plus forte dans les cancers
épidermoides (Krishnaswamy et al.,, 2009). Dans cette étude, les mutations dans les tumeurs
pulmonaires étaient également retrouvées a I'état germinal suggérant que ces mutations étaient des
polymorphismes n’ayant donc pas forcément de role transformant. Cependant, cette méme étude
montre que le récepteur MET N375S possede une affinité moindre pour I'HGF que le récepteur
sauvage et que son expression induit une baisse de sensibilité a un inhibiteur de MET (SU11274).

Récemment, des travaux montrent que ce variant de MET favorise I'hétérodimérisation du récepteur
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MET avec le RTK HER2 (Kong et al., 2020). Indépendamment du ligand, le dimére MET"*7>-HER2 induit
I’activation de voies de signalisation en aval du récepteur HER2 dont les conséquences sont une
prolifération accrue et I'augmentation de la croissance tumorale in vivo et la formation de métastases.
Ce contexte trés particulier ne sensibilise pas les cellules MET N375S aux inhibiteurs de MET mais
I"'utilisation d’anticorps bloquants contre HER2 permet de réprimer ce potentiel transformant. Ces
éléments concernant la mutation N375S apportent un nouvel éclairage sur les modalités d’étude des
mutations de MET, notamment au niveau du domaine extracellulaire. Les conséquences fonctionnelles
des autres mutations du domaine extracellulaire ne sont pas encore connues et pourraient nécessiter

d’étre analysées avec cette nouvelle vision.

Par ailleurs, des mutations au sein du domaine juxtamembranaire ont également été détectées
telle que la mutation T992I identifiée dans les leucémies myéloides aiglies et certains cas de cancers
papillaires rénaux familiaux ou les mutations R970C, T992| et P991S retrouvées dans des cancers du
poumon (Schmidt et al., 1999; Loriaux et al., 2008; Zaffaroni et al., 2005). Leur implication dans la
tumorigenése reste cependant peu claire. Il est montré que la mutation R970C conduit a une
croissance dépendante de cette version mutée du récepteur associée a une augmentation de la
motilité cellulaire (Ma et al., 2003a). Notre équipe a pu démontrer que cette mutation favorise le
clivage du récepteur par les calpaines permettant la génération du fragment p45 intracellulaire et ce
fragment actif favorise la migration et I'invasion de cellules épithéliales en réponse a ’'HGF (Montagne
et al., 2017). D’autres mutations telles que P1009S, retrouvée a I'état germinal et dupliquée dans une
tumeur gastrique, ou T1010I, observée dans des tumeurs mammaires et pulmonaires, ne montrent
pas d’activation constitutive du récepteur mais permettent le développement de tumeurs dans des
souris nude xénogreffées (Lee et al.,, 2000). Cependant, une autre étude ne montre pas
d’augmentation de la phosphorylation du récepteur ou des capacités transformantes des mutants
R970C et T992I a partir de I'analyse de cohortes de cancers du célon, de 'endometre, de la thyroide
ou leucémies (Tyner et al., 2010). Des questions restent alors en suspens concernant le potentiel
transformant de mutations impactant le domaine juxtamembranaire qui ne semblent pas induire
d’activation constitutive du récepteur mais pourraient mettre en jeu des mécanismes différents et plus
subtils a I'instar de la mutation R970C qui favorise la génération du fragment actif p45MET par les

calpaines.
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Surexpression et amplification de MET

Le récepteur MET peut étre surexprimé dans plusieurs types de cancers pouvant ainsi altérer
la régulation de sa fonction. Cette surexpression peut avoir un potentiel oncogénique en soi,
indépendamment d’'une mutation kinase activatrice. Des niveaux élevés d’expression du récepteur
sont associés a son activation et sont suffisants a induire la transformation d’ostéoblastes normaux en
cellules d’ostéosarcomes in vitro et le développement d’ostéosarcomes in vivo (Patane et al., 2006).
La surexpression de MET dans les hépatocytes de souris transgéniques conduit également a la
formation de carcinomes hépatiques (Wang et al., 2001). Différents modeles murins développés ont
permis de démontrer le potentiel tumorigénique de cette altération puisque des souris surexprimant
MET développent spontanément des tumeurs, notamment des hépatocarcinomes, et des métastases
(Wang et al., 2001; Fan et al., 2017).De plus, chez les patients, la surexpression du récepteur dans les
cancers du poumon est associée a de plus hauts grades tumoraux et a un mauvais pronostic (Ichimura

et al., 1996; Olivero et al., 1996; Rossi et al., 2005).

L’expression de MET est régulée par différents mécanismes. Parmi eux, I’hypoxie peut induire
une augmentation de I'expression du récepteur associé a une augmentation l'invasion médiée par
I’HGF (Pennacchietti et al., 2003). Dans certaines tumeurs du célon, il a également été montré que la
surexpression de MET pourrait étre un événement précoce médié par la voie de signalisation Wnt
(Boon et al., 2002). L'expression de MET peut également étre régulée par I'activité des facteurs de
transcription de la famille PAX mais aussi des facteurs de transcription de la famille ETS (Epstein et al.,
1996; Relaix et al., 2004; Gambarotta et al., 1996). Cependant, le mécanisme de surexpression de MET
dans les cancers le plus documenté est I'amplification génique. Cette altération moléculaire conduit a
la surexpression continue du récepteur alors que d’autres cas de surexpressions détectés faisant
intervenir des mécanismes de régulation peuvent étre transitoires et dépendre du contexte cellulaire.
La surexpression du récepteur sans amplification génique de MET peut étre variable dans le temps et

ne pas aboutir a une activation constitutive permanente du récepteur MET.

La premiere détection d’'une amplification de MET est réalisée en 1986 dans des fibroblastes
NIH3T3 transfectés par le contenu génétique de lignées cellulaires néoplasiques. Certains fibrosblastes
transformés présentent alors une augmentation du nombre de copies du géne de 4 a 8 fois conduisant
a une hausse de I'expression de transcrits d’environ 20 fois (Cooper et al., 1986). Ce mécanisme
d’amplification a été ensuite retrouvé dans différentes lignées cellulaires telle que la lignée EBC-1, une
lignée tumorale pulmonaire, et la lignée GTL16, une lignée tumorale gastrique, présentant 10 copies
du gene (Giordano et al.,, 1989; Lutterbach et al., 2007; Zhao et al., 2005). La surexpression du
récepteur, induite par I'amplification, provoque I'activation constitutive de MET indépendamment

d’une stimulation par le ligand. L’utilisation d’un inhibiteur spécifique du récepteur (PHA-665752) ou
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la répression génique de MET par shRNA conduisent tous deux a un arrét de la croissance cellulaire
dans des lignées gastriques et pulmonaires (Smolen et al., 2006a; Lutterbach et al., 2007). Par ailleurs,
un modele transgénique murin ayant perdu I'expression de BRCA1 et TP53 spécifiquement dans
I’épithélium mammaire développent secondairement des tumeurs présentant majoritairement une
amplification de MET (Smolen et al., 2006b). Ces modeles sont imparfaits et miment difficilement une
amplification génique. Néanmoins, des souris xénogreffées avec des cellules présentant une
amplification de MET dérivées de tumeurs papillo-rénales de patients (PDX, patients-derived
xenograft) montrent une régression tumorale en réponse au savolitinib, un inhibiteur de MET (Schuller

et al., 2015).

Le diagnostic des amplifications est un challenge en clinique car les cellules tumorales
présentent souvent une polysomie chromosomique et il est difficile de définir le seuil du nombre de
copies de MET nécessaire pour étre qualifié d’amplification. Par ailleurs, le seuil de copies nécessaire
a I'expression massive du récepteur et son activation constitutive est mal défini et pourrait dépendre
également du contexte cellulaire (Noonan et al., 2016; Smolen et al., 2006a). Afin d’objectiver
I’amplification de MET, la technique de référence reste la FISH (Fluorescence In Situ Hybridization).
Pour éviter un biais lié a la polysomie, le nombre de copies du géne MET est alors exprimé en fonction
du nombre de chromosomes 7 présents par le ratio MET/CEP7 (centromere 7) (Noonan et al., 2016).
Un consensus global s’est alors établi, les cellules présentant a minima un ratio MET/CEP7 > 2 sont
considérées comme présentatrices d’'une amplification de MET. En se basant sur ce critére,
I'amplification de MET est détectée dans environ 3% a 5% des cancers du poumon non a petites
cellules, des cancers gastriques, des carcinomes hépatiques, des carcinomes naso-pharyngés et
glioblastomes. Un nombre important d’études montrent que cette amplification est corrélée a la
surexpression du récepteur et son activation (Burel-Vandenbos et al., 2017; Kondo et al., 2013; Lennerz
et al., 2011; Li et al., 2015; Park et al., 2015; Pyo et al., 2016a; Wang et al., 2013). Dans les cancers
gastriques, mammaires et gliomes, cette amplification est également associée a un mauvais pronostic
(Catenacci et al., 2017a; Kwak et al., 2015; Veenstra et al., 2016). Concernant les cancers papillaires
rénaux, peu de véritables amplifications sont observées bien qu’il y ait souvent une augmentation du
nombre de copies de MET, celle-ci est souvent associée a une trisomie du chromosome 7 (Yin et al.,

2015).

L'amplification de MET n’est détectée que chez une faible proportion de patients au diagnostic
mais cette altération est aussi un mécanisme de résistance particulier aux inhibiteurs d’EGFR dans les
cancers colorectaux et pulmonaires (Bardelli et al., 2013; Engelman et al., 2007). Dans les carcinomes
colorectaux métastatiques, les amplifications de MET sont retrouvées a la fois dans la tumeur primaire

et les métastases hépatiques dans moins de 2% des cas. En revanche, ce taux de détection passe a plus
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de 20% chez des patients présentant des résistances aux anti-EGFR (Raghav et al., 2016). Ce mécanisme
de résistance est retrouvé pour 5 a 20% des cas de cancer du poumon non a petites cellules résistants
aux anti-EGFR. En modeles cellulaires, I'utilisation combinée de traitements ciblant MET et EGFR
permet de réverser cette résistance (Engelman et al., 2007). Un des enjeux est donc d’anticiper une
résistance aux ITK EGFR en dépistant I'apparition d’une amplification de MET et plusieurs essais
cliniques en cours ont permis de démontrer le bénéfice clinique d’un co-traitement contre MET et

EGFR (Wu et al., 2019).

Dérégulation de I'expression d’HGF

Des dérégulations liées a I'expression d’HGF peuvent également jouer un réle dans la
tumorigenése dans plusieurs types de cancers, associées ou non a d’autres altérations du récepteur
lui-méme. Il a notamment pu étre montré que chez les patients, un taux élevé d’HGF dans des tumeurs
pulmonaires et mammaires est associé a un mauvais pronostic (Siegfried et al., 1998; Yamashita et al.,
1994). De plus, la surexpression d’"HGF est observée dans 33% des carcinomes hépatocellulaires, mais
il est a noter qu’une diminution de son expression est également détectée dans 21% des tumeurs
hépatiques (Kiss et al., 1997). Enfin, le taux sérique d’"HGF est plus élevé pour les patients atteints de
mésothéliomes et carcinomes hépatiques par rapport a des groupes sains (Jagadeeswaran et al., 2006;
Vejchapipat et al., 2004). Cette élévation est négativement corrélée au temps de survie pour les
hépatocarcinomes et les patients présentant un taux d’"HGF supérieur a 1 ng/ml ont un taux de survie

plus faible que les autres.

Il a été montré initialement que la surexpression d’HGF par des fibroblastes murins NIH3T3
conduit au développement de tumeurs et majoritairement de métastases pulmonaires dans des souris
athymiques. Cette tumorigenése est associée a un phénotype invasif favorisé par une augmentation
de l'activité des protéases de la matrice extracellulaire (Rong et al.,, 1994). En outre, des souris
transgéniques surexprimant 'HGF développent des tumeurs variées (peau, glande mammaire, foie et
muscles) (Takayama et al., 1997). Dans ces deux études et dans la majorité des tumeurs développées,
le récepteur est phosphorylé démontrant une activation par un mécanisme d’activation autocrine. De
maniére intéressante, il a été montré que 'HGF peut favoriser I'expression transcriptionnelle de MET
(Boccaccio et al., 1994). |l existe notamment une association de I'augmentation des ARNm de MET et
de I'HGF dans certaines tumeurs du pancréas suggérant une régulation positive de la boucle

d’activation MET/HGF (Ebert et al., 1994).

Les gliomes sont un cas particulier des dérégulations associées a I’HGF. En effet, il a été montré
qgue les gliomes les plus agressifs co-expriment fréquemment le récepteur MET et I’'HGF avec une

expression particulierement plus élevée d’'HGF dans les tumeurs de haut grade par rapport a ceux de
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bas grade (Koochekpour et al., 1997, Lamszus et al., 1998; Rosen et al., 1996). L’injection
intracranienne d’une lignée cellulaire de glioblastome exprimant 'HGF conduit au développement de
tumeurs plus volumineuses par rapport a des lignées ne I'exprimant pas (Laterra et al., 1997). De plus,
les cellules de glioblastomes HGF+ présentent une phosphorylation basale de MET et un traitement
par un inhibiteur de MET réduit leur prolifération et induit leur apoptose (Zhang et al., 2013). Ces
éléments démontrent la mise en place d’une activation autocrine HGF/MET dans certains
glioblastomes. Malgré cette boucle autocrine, I'ajout d’HGF exogéne in vitro stimule encore la
prolifération, la motilité et I'invasion des cellules HGF+. Par ailleurs, le niveau d’expression d’HGF peut
étre aussi un marqueur de réponses aux inhibiteurs de MET. Il existe une corrélation entre le niveau
d’expression d’'HGF et la sensibilité a un inhibiteur de MET dans des tumeurs formées apres
xénogreffes murines puisque les tumeurs exprimant le plus fortement I’"HGF sont celles qui régressent
le plus en réponse au traitement (Xie et al., 2012; Zhang et al.,, 2013). Plusieurs stratégies
thérapeutiques ont été développées dans le but de bloquer spécifiqguement I'activation autocrine du
récepteur par 'HGF. Une des stratégies a été d’utiliser le sous-domaine NK4 de 'HGF car ce domaine
constitué des domaines N et K1 a K4 mais dépourvu du domaine SPH possede une activité antagoniste
sur le récepteur (Brockmann et al., 2003). En modele murin, I'injection intratumorale du peptide NK4
a permis de réduire significativement le volume tumoral in vivo en ayant a la fois une action anti-
proliférative et pro-apoptotique. De maniere intéressante, ce traitement a également eu un effet anti-
angiogénique au sein de la tumeur. D’autres stratégies se basent sur |'utilisation d’anticorps bloquants
permettant de prévenir I'interaction entre le récepteur et son ligand. Administrés localement ou par
voie systémique, ces anticorps sont également capables de réduire la croissance tumorale dans des
modeles murins de xénogreffes de cellules de glioblastomes exprimant I’'HGF (Cao et al., 2001; Kim et
al., 2006; Martens et al., 2006). Moins classiquement, dans I'objectif d’éteindre I'expression de MET
ou de I'HGF, des stratégies par thérapies géniques utilisant un complexe liposome-snRNA (small
nuclear RNA) ou un adénovirus ont été développées en laboratoire. Ces thérapies réduisent la
croissance tumorale de cellules de glioblastomes injectées en intracranial en modele murin.
Améliorant la survie des animaux, ces traitements favorisent également |'apoptose au sein de la

tumeur et permettent une diminution de I'angiogenese locale (Abounader et al., 1999, 2002).

Transcrits de fusion

MET a été découvert sous la forme du transcrit de fusion TPR-MET issu d’un réarrangement
chromosomique entre les chromosomes 1 et 7 (Cooper et al., 1984). Les domaines TPR des protéines
produites conduisent a la dimérisation non régulée puis I'activation constitutive de deux domaines
kinases de MET situés en aval. Cette fusion active fortement les voies de signalisation en aval et

provoque la transformation de fibroblastes in vitro et le développement de tumeurs mammaires dans
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un modele de souris transgéniques (Rodrigues and Park, 1993; Liang et al., 1996). La détection de ce
transcrit de fusion dans un véritable contexte tumoral est sujet a controverse car quelques études
détectent le transcrit TPR-MET notamment dans des tumeurs gastriques (Soman et al., 1991; Yu et al.,
2000) alors que d’autres analyses montrent I'absence d’expression de ce transcrit dans les carcinomes
(Osaki et al., 1996; Heideman et al., 2001). Il a donc été globalement admis que des réarrangements

impliquant MET n’étaient pas particulierement initiateurs dans la tumorigeneése.

Le développement des séquencages des ARN a haut-débit ont permis cependant de révéler
récemment de nombreuses fusions engageant MET dans plusieurs types de cancers. Premierement,
guatre transcrits de fusions mettant en jeu le gene MET et le géne PTPRZ1 (receptor-type-tyrosine-
protein phosphatase zeta 1) sont détectés parmi 272 cas de glioblastomes pédiatriques associé a un
mauvais pronostic de survie (Bao et al., 2014). Ce réarrangement inclut un a plusieurs exons de PTPRZ1
et conserve la séquence entiére de MET de I'exon 1 a 21 (Figure 11). Le transcrit produit ne génére pas
de protéine de fusion mais conduit a une plus forte expression de transcrits MET. Cette altération
provogue une augmentation des capacités migratoires cellulaires (Bao et al., 2014; Chen et al., 2015).
L’administration de crizotinib pour un cas de glioblastome présentant cette altération a permis une

réduction de la tumeur bien que celle-ci ait fini par résister au traitement.

Dans les glioblastomes pédiatriques, deux transcrits de fusions ont été découverts ensuite et
mettent en jeu les génes CLIP2 ou TFG (TRK-fused gene) et incluent la séquence de MET de I'exon 15 a
21 (Project ICGCPT, 2016). Ces réarrangements sont plus proches de la structure retrouvée dans TPR-
MET puisqu’ils induisent la perte de la région extracellulaire mais aussi du domaine juxtamembranaire
régulateur tout en conservant le domaine kinase du récepteur. Le transcrit issu du réarrangement
conduit a la création d’une protéine de fusion et provoque I'activation constitutive du domaine kinase
par dimérisation des domaines en amont. Les cellules exprimant le transcrit TFG-MET ont une
croissance réduite par un inhibiteur de MET suggérant une prolifération dépendante de I'activité du
récepteur. Dans de rares cas de mélanomes (environ 1%) différents réarrangements, en phase, ont été
détectés et présentent également une structure similaire a TPR-MET en incluant les exons 15 a 21 de
MET (Yeh et al., 2015). Ces fusions impliquent MET et des partenaires variés tels que TRIM4, ZKSCAN1,
PPFIBP1, LRRFIP1, EPS15 et DCTN1 (Figure 11). L'expression de lI’ensemble de ces protéines
chimériques conduit a la phosphorylation constitutive du récepteur et a la formation de tumeurs
sensibles au cabozantinib, un inhibiteur de MET, en modeéles murins. Enfin, plusieurs cas de cancers du
poumon présentent également des fusions MET. Le transcrit HLA-DRB1-MET en phase est observé
dans au moins deux cas répondant alors au crizotinib et tepotinib, deux inhibiteurs différents de MET
(Davies et al., 2017; Blanc-Durand et al., 2020). De plus, trés récemment, un cas de transcrit de fusion

CAPZA2-MET a été diagnostiqué dans un cancer du poumon au CHU de Lille. Ce patient a présenté une
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réponse au capmatinib prometteuse pendant un an avant de montrer récemment une rechute

(soumission prochaine JCO Precis. Oncol).

De maniére intéressante, les fusions MET-UBEH2 et SPECC1L-MET ont été diagnostiquées chez
des patients en rechute et initialement traitées par un inhibiteur ciblant le récepteur EGFR suggérant
I"apparition de ces transcrits comme mécanisme de résistance (Zhu et al., 2018; Nelson et al., 2019).
Ces derniéres années ont permis la découverte de transcrits de fusions variés et impliqués dans au
moins trois cancers avec des réponses trés encourageantes a des inhibiteurs de MET. Ces données
récentes soutiennent la recherche de ces réarrangements en routine clinique pour améliorer encore

la prise en charge des patients.

A.
MET [ sema [psifie] [ | [iuxa
I
—- 1
PTPRZ1-MET .
| ataaaccicicataatg. ..
' sema  [psi[P] [ | [ibuxa
Glioblastoma PTPRZ1exon 1] MET exon 1-21
|
Pediatric | @ sewa Jesief T ] m
glioblastoma PTPRZexon 1-2,
1
O [ e
PTPRZ exon 1-8,
1

atcagtticc. ..

| MET exon 15-21

TFG-MET
Pediatric

glioblastoma

i

CLIP2-MET [

ZKSCAN1-MET

Melanoma — PPFIBP1-MET

TRIM4-MET
L and LRRFIP1,EPS15 DCTN1

Lung cancer { HLA-DRB1-MET

Figure 11 : Représentation schématique des fusions impliquant MET. A. Les différents domaines fonctionnels
MET sont représentés : le domaine SEMA, le domaine PSI, les quatre domaines IPT, le domaine transmembranaire,
le domaine juxtamemembranaire, le domaine kinase et domaine carboxy-terminal. Le point de fusion dans la
séquence de MET, incluant le codon start en rouge, est représenté avec les différents exons de PTPRZ1 impliqués.
B. La structure de la protéine de fusion TPR-MET est représentée avec la séquence de MET contenant les exons 15
a 21 au point de fusion. Des points de fusion similaires sont décrits avec les partenaires TFG-, CLIP2-, ZKSCAN-,
PPFIBP1-, TRIM4-, LRRFIP1-, EPS15-, DCTN1- et HLA-DRB1-MET. Les cancers dans lesquels ces fusions ont été
détectés sont précisés. (extrait de Duplaquet et al., 2018).
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Stratégies thérapeutiques ciblant MET

L’addiction a un oncogéne caractérise la dépendance d’une cellule tumorale a I'activité de
d’une protéine pour sa prolifération et sa survie. Ces protéines sont le plus souvent intégrées aux voies
de signalisations et incluent les RTKs, KRAS et PI3K a titre d’exemple. La dérégulation de ces oncogénes
est la force de la tumeur mais représente également son talon d’Achille en permettant son ciblage. Les
dérégulations de MET présentées précédemment sont impliquées dans différents cancers et peuvent
étre caractérisées d’addiction oncogénique dans un certain nombre de cas. Les thérapies ciblant
particulierement ces oncogenes ne sont efficaces que si la tumeur a développé une addiction a cet
oncogene dit « driver ». L'essor des thérapies ciblées contre d’autres RTKs comme I'EGFR a permis
d’améliorer significativement la prise en charge de patients présentant des altérations de ces
récepteurs. Plusieurs stratégies sont donc en cours de développement également pour cibler le
récepteur MET et/ou son ligand. Cette description non exhaustive propose une vision globale de ces
stratégies. Les objectifs de ces molécules de traitement peuvent étre de neutraliser I'HGF, d’inhiber la
dimérisation du récepteur ou d’inhiber son activité kinase (Figure 12). Les premiers essais cliniques
utilisant des stratégies de ciblage de MET ont été plutot insatisfaisants puisque plusieurs d’entre elles
ont été arrétées par mangue de bénéfice sur la régression tumorale et/ou la survie des patients. Les
raisons de ces échecs ne sont actuellement pas toujours claires mais il est probable qu’un manque
d’efficacité de certaines molécules mais surtout une sélection inappropriée des patients en soient a
I'origine. En effet, pour la plupart de ces essais l'inclusion des patients étaient basée sur la
surexpression du récepteur détectée par IHC, or comme nous avons pu le voir, cette surexpression
n’est pas toujours a I'origine d’une activation constitutive de MET. Malgré ces débuts peu concluants,
grace a une meilleure intégration de la notion d’addiction a un oncogene, I'apport des thérapies ciblant

MET a dessiné un nouveau paysage de la prise en charge thérapeutique.
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Figure 12 : Stratégies thérapeutiques ciblant MET. Les différentes stratégies proposées ici visent principalement
a empécher I'interaction du ligand avec MET par I'utilisation d’anticorps ou inhiber I'activité kinase du récepteur
par de petites molécules inhibitrices. Les inhibiteurs tyrosine kinase sont majoritairement des compétiteurs ATP
et peuvent étre spécifique de MET ou cibler plusieurs kinases. Les anticorps ciblant MET ou I’HGF permettent de
prévenir leur interaction mais peuvent également inhiber la dimérisation du récepteur. Les anticorps contre le
domaine extracellulaire de MET peuvent étre couplés a un agent cytotoxique pour le ciblage des tumeurs
surexprimant le récepteur. Un anticorps ciblant MET et couplé a un radiotraceur permettrait le diagnostic des
tumeurs et métastases MET+. Enfin, l'utilisation d’isoformes de I'HGF ayant une action antagoniste sur le
récepteur est une autre stratégie.

Les inhibiteurs de I'activité tyrosine kinase

Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK, tyrosine kinase inhibitor) sont des petites molécules
capables de bloquer le site actif du domaine kinase pour sa liaison a I’ATP. Ils sont généralement
classifiés en sous-types définis par leur mode de compétitivité a I’ATP. Les inhibiteurs de type | sont
des compétiteurs de I’ATP se fixant a la poche ATP en position active. Les inhibiteurs de type Il sont
également des compétiteurs de I’ATP mais fixent la poche hydrophobique en position inactive
bloquant ainsi le site dans cet état. Enfin, certains inhibiteurs développés ciblent spécifiquement MET

alors que d’autres sont multi-cibles et capables d’inhiber plusieurs RTKs.

Historiquement, un des premiers inhibiteurs ciblant spécifiquement MET développé est le
PHA-665752. Sur des cellules exprimant une forme constitutivement active de MET, son utilisation

permet d’inhiber la phosphorylation du récepteur, la prolifération et la migration. In vivo, le PHA-
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665752 réduit également la croissance tumorale de maniere dose-dépendante (Christensen et al.,
2003). Malgré ces résultats tres prometteurs, sa forte toxicité hépatique et rénale n’a pas permis

d’aboutir a un usage clinique.

L'un des premiers inhibiteurs ciblant MET autorisé en clinique a été le crizotinib. Ce ITK est un
inhibiteur de type | multi-cible et inhibe également les récepteurs ALK (anaplastic lymphoma kinase),
ROS1 et RON. Initialement congu pour inhiber MET, il a surtout été utilisé pour inhiber ALK dérégulé
par translocation dans les cancers bronchiques non a petites cellules. Dans cette utilisation, il a pu étre
montré que son action multi-cibles permettait de réduire les cas de résistance impliquant les
amplifications de MET (Dagogo-Jack et al., 2020; Mazzotta et al., 2020). Utilisé dans les CBNPC avec
translocation de ALK, il a été utilisé aussi dans des cas de tumeurs porteuses d’une amplification de
MET ou de mutations conduisant au saut de I’'exon 14, une altération récemment mise en évidence
dans le cancer du poumon et développée dans un paragraphe suivant. De nombreux cas cliniques ont
ainsi permis de démontre son efficacité. METROS est I'étude majeure de phase Il testant actuellement
le bénéfice du crizotinib dans les cancers bronchiques non a petites cellules présentant une
amplification de MET ou des mutations conduisant au saut de I'exon 14 (NCT02499614). Les résultats
montrent une réponse au crizotinib pour prés d’un tiers des patients bien qu’il soit peu compris les

raisons de ce taux assez faible (Landi et al., 2019).

Le capmatinib et le teponitib sont d’autres inhibiteurs de type | ciblant sélectivement MET.
Tous deux montrent une action anti-tumorale efficace dans des modeles cellulaires présentant une
amplification de MET, un saut de I'exon 14 ou une surexpression d’HGF (Baltschukat et al., 2019; Liu
et al., 2011; Bladt et al., 2013). L’essai de phase || GEOMETRY (NCT02414139) évalue actuellement
I’effet du capmatinib dans les cancers bronchiques non a petites cellules présentant une amplification
de MET ou un saut de I’exon 14. Un des rapports intermédiaires montre une réponse globale pour 41%
et 68% des patients présentant un saut de I'exon 14 de MET et ayant été déja regu au moins une ligne
de traitement ou non respectivement ainsi qu’une réponse pour 29% et 40% des patients porteurs
d’une amplification de MET (Wolf et al., 2020). Le capmatinib présente I'avantage d’avoir une bonne
capacité a passer la barriére hémato-encéphalique et les résultats préliminaires montrent une activité
contre les métastases cérébrales. Les résultats d’'une étude de phase Ib/Il (NCT01610336) montrent
également un taux de réponse de 47% chez les patients traités par capmatinib et géfinitib (inhibiteur
d’EGFR) et présentant une amplification de MET (copies MET > 6 par cellule tumorale) dans un contexte
de résistance a un ITK EGFR (Wu et al., 2018). Concernant le tepotinib, la phase Il de I'étude VISION
(NCT02864992), a laquelle participe activement le CHRU de Lille, montre une réponse globale a 46%
et une survie sans progression de 11 mois pour des patients inclus présentant un saut de I'exon 14 de

MET dans des cancers bronchiques (Paik et al., 2020). Dans cette étude, des patients présentant une
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amplification de MET ont également été inclus mais les résultats ne sont pas encore disponibles.
Comme pour le capmatinib, I'efficacité du tepotinib a également été étudiée en combinaison avec le
gefitinib ou une chimiothérapie conventionnelle telle que le cisplatine pour des patients présentant
une surexpression et/ou amplification de MET aprés un échec de thérapies ITK EGFR. La combinaison
tepotinib/gefitinib permet d’augmenter la survie sans progression dans la cohorte MET amplifié (Wu

et al.,, 2019).

Enfin, le cabozantinib est un inhibiteur de type Il et multikinases incluant MET, VEGFR2, RET,
KIT, TIE2, FLT1/3/4 et AXL (Yakes et al., 2011). Cette molécule est déja approuvée aux Etats-Unis pour
les cancers médullaires de la thyroide, les carcinomes rénaux a cellules claires et les carcinomes
hépatiques. Son efficacité est actuellement en cours d’étude dans plusieurs cancers tels que les
cancers urothéliaux, gastriques, de la prostate et les mélanomes. Une étude de phase Il
(NCT00940225) montre une réponse de 10% chez des patients non sélectionnés atteints de cancers
bronchiques non a petites cellules (Schoffski et al., 2017). Plusieurs rapports de cas démontrent une
action cérébrale du cabozantinib pour des métastases cérébrales issues de tumeurs pulmonaires MET
ex14 suggérant un passage efficace de la barriere hémato-encéphalique (Klempner et al., 2017; Wang
et al., 2019). Deux études de phase Il (NCT01639508 and NCT03911193) incluant exclusivement des
cas de cancers bronchiques avec des altérations de MET sont actuellement en cours pour le

cabozantinib (D’Arcangelo et al., 2019).

Globalement, plusieurs inhibiteurs du récepteur MET sont actuellement en cours d’évaluation
dans différents cancers et montrent une efficacité prometteuse. Nous pouvons ainsi noter le succes
remarquable de plusieurs molécules telles que le crizotinib, le capmatinib et le tepotinib déja

approuvés dans certains pays pour le traitement de tumeurs présentant des altérations de MET.

Les anticorps monoclonaux

Certaines altérations moléculaires de MET ne conduisent pas forcément a I’activation
constitutive du récepteur et peuvent étre dépendantes de sa liaison avec le ligand HGF. Dans ce
contexte, il a été développé des anticorps monoclonaux visant a bloquer cette interaction entre MET
et I'HGF tels que I'onartuzumab, le rilotumumab, le ficlatuzumab et I'emibetuzumab. Le rilotumumab
(AMG102) est un anticorps humanisé capable de fixer I'HGF, la séquestration de I'HGF par le
rilotumumab empéche alors sa liaison au récepteur. L'étude de phase Ill RILOMET-1 ne montre pas
d’amélioration de la survie pour les patients traités par rilotumumab combiné a de la chimiothérapie
en comparaison des patients traités par chimiothérapie seule (Catenacci et al., 2017b). Cette étude
incluait des cas de cancers gastriques MET+ basés uniquement sur son expression protéique détectée

par immunohistochimie. Il n’est pas connu si le récepteur exprimé était activé et ce, dépendamment
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ou non de sa liaison avec I'HGF. L'utilisation d’un anticorps bloquant I'interaction entre MET et son
ligand pourrait alors ne pas étre efficace dans ce contexte ol I’'HGF n’induit pas d’addiction a I'activité

du récepteur MET.

L’onartuzumab (MetMab) est un autre anticorps qui lui empéche I'interaction du récepteur et
son ligand en fixant le domaine SEMA de MET. De plus, en se liant au domaine extracellulaire,
I’anticorps inhibe la dimérisation du récepteur. Dans les cancers pulmonaires, des essais de phase |l
ont montré une augmentation du taux de réponse des patients recevant de I'onartuzumab combiné a
un inhibiteur de 'EGFR (erlotinib) comparé a I’erlotinib administré seul. MET étant particulierement
impliqué dans les cas de résistance aux inhibiteurs ciblant 'EGFR dans les adénocarcinomes
pulmonaires, ces résultats étaient donc trés prometteurs. Cependant, les essais de phase Ill n’ont pas
permis de confirmer les premiers résultats obtenus en phase Il (Spigel et al., 2013, 2017). En effet,
cette étude n’a pas montré de bénéfice non plus pour des cancers gastriques en comparant
I’onartuzumab combiné ou non a de la chimiothérapie conventionnelle (Shah et al., 2016). Bien que la
majorité des patients ayant recu l'anticorps présentaient une forte expression du récepteur,
I"amplification génique de MET n’a pas été recherchée. Alors que I'amplification est a 'origine de
I"activation constitutive du récepteur, elle ne représente qu’environ 2% des cancers gastriques et il a
pu étre montré que la surexpression du récepteur n’est pas forcément corrélée a I'amplification de
MET dans ces cancers (Lennerz et al., 2011; Pyo et al., 2016b). La surexpression de MET observée ici
n’est donc pas forcément a I'origine d’une addiction a I'activité de MET pour toutes les tumeurs et
pourrait ainsi expliquer les résultats négatifs obtenus. Récemment, I'onartuzumab a été utilisé d’'une
autre fagon en le couplant a un radio-traceur permettant ainsi de suivre spécifiquement en PET-Scan
les tumeurs exprimant MET (Fay et al., 2019; Jagoda et al., 2012; Klingler et al., 2020). Ainsi, il peut

étre utilisé comme outil de diagnostic et de suivi des patients.

Enfin, un anticorps ciblant MET et conjugué a une molécule cytotoxique a été développé et est
en cours d’essai clinique. Cette stratégie a été développée a partir de I'anticorps ABT-700. Cet anticorps
est capable de bloquer la dimérisation de MET sans induire d’effet agoniste et ainsi inhiber |’activation
de MET, dépendante ou non de I'HGF (Wang et al., 2016). Les études précliniques montrent que cet
anticorps induit I'apoptose de cellules et provoque la régression tumorale de tumeurs développées
apreés xénogreffes murines de cellules gastriques et pulmonaires humaines porteuses d’une
amplification de MET. La combinaison de cette molécule avec de la chimiothérapie semble apporter
un effet anti-tumoral synergique. Au vu de ces données, un anticorps conjugué a une drogue
représente une stratégie thérapeutique tres intéressante et ne dépendant pas de I'activité méme du
récepteur mais de sa forte expression, plus élevé dans de nombreuses tumeurs que dans les tissus

sains. Ainsi, I’ABBV-399 (ou telisotuzumab vedotin) est composé de I'anticorps ABT-700 conjugué a
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I'agent cytotoxique monomethylauristatin E (MMAE) par une liaison clivable « valine-citrulline ». Les
premiers travaux montrent une régression tumorale en modeéle murin induite par I’/ABBV-399 et dont
I'action est dépendante du niveaux d’expression du récepteur (Wang et al., 2017). L’étude de phase Il
Lung-MAP S1400K a été élaborée pour évaluer la réponse a I’ABBV-399 pour les cas de carcinomes
pulmonaires épidermoides présentant une expression de MET en IHC H-score supérieur a 150. Par
mangque d’efficacité, cette étude a été fermée en décembre 2018 (Wagar et al., 2020). Cependant, une
autre étude multicentrique de phase Il est en cours avec des résultats finaux attendus pour 2023
(NCT03539536). En paralléle, I'anticorps conjugué SHR-A1403, un anticorps monoclonal ciblant MET
couplé a un inhibiteur des microtubules, a également montré un effet anti-tumoral sur des lignées et
cellules dérivées de patients présentant une surexpression de MET (Yang et al., 2019). La fixation de
I"anticorps au récepteur conduit a l'internalisation par endocytose du complexe. La translocation
ultérieure vers les lysosomes et la libération de la molécule dans ces vésicules sont probablement les
mécanismes sous-jacents de l'activité anti-tumorale de SHR-A1403. Une étude de phase | est
actuellement en cours en Chine pour déterminer dans un premier temps la sécurité et la tolérance de

cet anticorps conjugué (NCT03856541).

En conclusion, au-dela des molécules inhibitrices de MET agissant sur I’activité kinase du
récepteur, d’autres stratégies telles que des anticorps bloquants la dimérisation du récepteur et/ou sa
liaison au ligand voire des anticorps couplés a des agents cytotoxiques se sont également développées.
Malheureusement, les anticorps bloquants n’ont pas encore permis d’apporter de réel bénéfice chez
les patients alors que les inhibiteurs de I'activité kinase ont montré des résultats trés encourageants
ces derniéres années. La sélection des patients pouvant bénéficier de ces thérapies ciblées semble étre
cruciale pour améliorer le taux d’efficacité de ces nouveaux traitements et ainsi permettre de tendre

vers une véritable « médecine personnalisée ».

Implication de MET comme mécanisme de résistance

L'utilisation des thérapies ciblant des oncogénes dans plusieurs cancers ont permis d’améliorer
significativement la prise en charge de nombreux patients en augmentant leur survie. L’efficacité de
ces thérapies fait néanmoins face a I'acquisition de résistance pour la grande majorité des patients.
Les mécanismes mis en jeu peuvent étre variés mais différents travaux ont permis de montrer
I'implication de MET dans la résistance a des traitements ciblant EGFR, VEGFR, HER2 ou encore BRAF.
De plus, puisqu’il existe désormais des inhibiteurs de MET efficaces en clinique, la mise en évidence du
role de MET dans la résistance a d’autres inhibiteurs de tyrosine kinase ouvre la voie pour d’éventuels

co-traitements afin de limiter I'apparition de ces résistances. La revue « When the MET receptor kicks
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in to resist targeted therapies » que nous avons écrit, présentée en annexe (p. 90), propose une vision

du réle de MET dans ces résistances et ne sera présentée ici qu’une synthese de la revue.

L'implication de MET dans la résistance aux thérapies contre EGFR, VEGFR et HER2 pourrait
étre qualifiée de mécanisme de résistance par substitution dans lequel MET remplace I'activité d’un
autre RTK. Cette notion s’explique d’abord par le fait que les RTKs ont en commun I'activation de voies
de signalisation intracellulaires majeures telles que la voie des MAPK et PI3K-AKT. De plus, ce
mécanisme met en lumiere des relations préexistantes entre différents RTKs telles que des capacités
d’hétérodimérisations ou activations croisées. Par exemple, le récepteur MET est activable par I'EGF,
le ligand de I'EGFR, et ces deux récepteurs peuvent s’hétérodimériser (Jo et al., 2000; Wagner et al.,
2013; Werbin et al., 2017). Cet effet de substitution est particulierement marqué dans les cancers
pulmonaires puisque des altérations de MET sont retrouvées dans 10% a 20% des patients traitées par
des inhibiteurs de premiére génération d’EGFR (Engelman et al., 2007). Un processus similaire est mis
en jeu dans les résistances aux molécules anti-HER2. Le trastuzumab, un des anticorps de référence
pour le traitement du cancer du sein HER2+, inhibe I'"homodimérisation de HER2 bloquant ainsi
|'activation constitutive de sa signalisation. Cependant, cet anticorps est inefficace pour bloquer
I’hétérodimérisation MET/HER2. La formation du dimére MET/HER2 conduit a leur activation croisée
et I'induction des voies de signalisation en aval et spécifiques a chacun des récepteurs (Agarwal et al.,
2009). Ainsi, les surexpressions de MET et de I'HGF sont associées a de plus grands risques d’échecs
aux anticorps ciblant HER2 dans le cancer du sein (Minuti et al., 2012). Des résultats in vitro montrent
gue le traitement de cellules mammaires HER2 par le trastuzumab conduit a une augmentation de
I’expression de MET (Shattuck et al., 2008). Ce mécanisme pourrait donc étre préexistant mais

également acquis au cours du traitement.

Un autre mécanisme impliquant MET dans les résistances aux anti-VEGFR est particulierement
intéressant. L’hypoxie résultante de I'action anti-angiogénique par inhibition de VEGFR conduit a une
augmentation de I'expression de MET (Pennacchietti et al., 2003). De plus, VEGFR régule négativement
la phosphorylation de MET en favorisant son interaction avec PTP1B (Lu et al., 2012). L'inhibition de
VEGFR peut donc conduire a activer MET en favorisant son expression mais également en levant cette

boucle de régulation.

La mise en lumiére du réle de MET dans la résistance a d’autres ITK permet d’envisager la
possibilité de co-traitements incluant ce nouvel acteur. Dans des modeles de cellules résistantes mais
également dans des expériences de tumorigenese murine, il est montré une efficacité de double
thérapies lorsque deux altérations sont présentes. En clinique, plusieurs essais explorent actuellement

des stratégies de double inhibition en combinant deux ITK et/ou deux anticorps ou en développant des
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molécules multi cibles. Comme déja évoqué précédemment, I'objectif de certaines études est
d’évaluer particulierement la réponse a des inhibiteurs de MET dans un contexte de résistance déja
présent, notamment dans le cadre des amplifications de MET en résistance aux ITK EGFR. En plus des
petites molécules inhibitrices, il est intéressant de noter le développement de nouvelles stratégies
utilisant des anticorps bispécifiques contre MET et EGFR afin d’empécher leurs interactions
ligand/récepteur. Cet anticorps est capable de bloquer la phosphorylation de EGFR et MET par leurs
ligands respectifs plus fortement qu’en utilisant un anticorps ciblant chacun des récepteurs (Moores
etal., 2016). Les tumeurs formées par des lignées présentant plusieurs types d’altérations d’'EGFR, MET
amplifié ou non, sont sensibles a I'anticorps et la croissance tumorale est réprimée. Plusieurs études
dont une de phase Il (NCT03797391) testent actuellement son efficacité chez des patients EGFR mutés

en échec.

Il est important d’évaluer I'action d’un RTK intégré dans un environnement extracellulaire et
intracellulaire complexe. La connaissance des RTKs, depuis les années 1980, s’est fortement enrichie
et I'arrivée des thérapies ciblées dans le paysage thérapeutique a impacté trés favorablement la prise
en charge de nombreux patients. Cependant, des résistances apparaissent et peuvent impliquer un
autre RTK que celui ciblé. Ces phénoménes de résistance par implication d’un autre RTK mettent en
lumiére des interactions physiologiques et des voies de signalisation activées communes entre ces
différents RTKs. Ces interactions pré-existantes peuvent expliquer I'émergence de clones tumoraux
présentant un RTK altéré lorsqu’un autre RTK est inhibé, le compensant et prenant ainsi son relais. De
maniére triviale, nous pourrions comparer cela au jeu de la chasse a la taupe. Une stratégie d’utilisation
de thérapies combinées ciblant deux a plusieurs RTKs est une perspective enthousiasmante en
permettant de contrer plus rapidement I'émergence de ces altérations. Cependant, cette stratégie
présente également I'inconvénient d’additionner potentiellement plusieurs effets toxiques propres a
chacun des inhibiteurs kinase. Une autre vision serait d’envisager chaque RTK comme intégré dans une
globalité et impliquant des nceuds de signalisation communs entre eux. L’identification de ces nceuds-
plateformes de signalisation particulierement impliqués dans la tumorigenése pourrait permettre

d’envisager leur ciblage et ainsi contourner ces phénomeéenes compensatoires entre RTKs.
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V. Saut de I'exon 14 de MET : une nouvelle implication dans les cancers

Bien que le récepteur MET soit altéré de diverses maniéres dans plusieurs types de cancers,
son implication dans le cancer du poumon était encore récemment placée en second plan par rapport
a d’autres oncogéenes tels que EGFR ou ALK. Si des amplifications de MET sont retrouvées dans environ
10% des cas de résistance aux ITK EGFR, trés peu de mutations activatrices sont retrouvées en
revanche dans les cancers bronchiques. Les mutations R970C, P991S et T992I sont observées dans 3%
a 10% des tumeurs pulmonaires mais ne conduisent pas a l'activation du domaine kinase et leur
implication dans la tumorigenése reste controversée. Par ailleurs, puisqu’ils ne conduisent pas a
I'activation du récepteur, leur réle ne pourrait étre aboli par 'utilisation des ITK. Récemment, la
découverte des mutations conduisant au saut de I'exon 14 (MET ex14), présentes particulierement

dans les cancers du poumon, a bouleversé la position du récepteur MET dans ces cancers.

Caractérisations cliniques

En 2003, il a été décrit pour la premiére fois chez des patients des mutations introniques
touchant des sites d’épissages pouvant conduire au saut de I'exon 14 dans deux échantillons de
cancers pulmonaires a petites cellules (Ma et al., 2003b). Trés peu de temps aprés, un cas de mutation
similaire a également été retrouvé parmi 127 tumeurs pulmonaires non a petites cellules (Ma et al.,
2005). Puis, Onozato et al. ont mis en évidence la perte en phase des 141 nucléotides de I'exon 14
induite par des altérations différentes dans 7 échantillons tumoraux parmi 262 représentant ainsi une
fréquence de 2,7% (Onozato et al., 2009). Les quatre altérations identifiées ici étaient une mutation
ponctuelle au site accepteur 5’ de I'épissage, des délétions emportant le site donneur en extrémité 3’
de I'exon, le site de branchement et la région polypyrimidique introniques. Cette notion de diversité
d’altérations est renforcée par la description de multiples variants dans une étude d’envergure
d’analyse moléculaire par NGS (next-generation sequencing) de 38 028 échantillons tumoraux. En effet
cette analyse a mis en évidence plus de 160 altérations différentes parmi 221 cas identifiés de tumeurs
présentant un saut de I'exon 14 de MET (MET ex14). Ces derniéres peuvent affecter les sites d’épissage
5’ et 3’ de I'exon 14 de MET ou les séquences introniques avoisinantes (Figure 13) (Frampton et al.,
2015). En extrémité 5’ de I'exon, la majorité des altérations sont des délétions et/ou insertions
affectant le site accepteur d’épissage, le point de branchement ou la région polypyrimidique. En
extrémité 3’, les altérations les plus fréquentes sont plutdt des mutations ponctuelles affectant le site

donneur d’épissage (Frampton et al., 2015; Schrock et al., 2016).
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Figure 13 : Représentation des différentes altérations impactant I’exon 14 de MET. A. Présentation de I'exon 14
de MET et des régions introniques flanquantes. Décrits par Frampton et al., il existe une grande variété
d’altérations incluant des délétions et mutations ponctuelles impactant les introns et les sites accepteurs et
donneurs d’épissage. La premiere et la derniere base de I’exon sont notées selon les nomenclatures de I’isoforme

1 puis de I'isoforme 2 de MET, transcrits ID ENSTO0000397752 et ENSTO0000318493 respectivement) (adapté de

Frampton et al., 2015). B. Représentation schématique des conséquences des mutations impactant les sites
d’épissage. Les différentes altérations en A. conduisent au saut de I’exon 14 en phase et provoquent la perte des
141 paires de bases de I’exon.

Par ailleurs, cette large étude révéle la présence de mutations MET ex14 dans des cancers de
diverses origines incluant des adénocarcinomes pulmonaires (3%) mais aussi des gliomes, des cancers
gastriques et colorectaux a une fréquence plus faible (Frampton et al., 2015). Plusieurs études ont
permis de confirmer la plus grande prévalence des sauts d’exon 14 de MET dans le cancer du poumon

(environ 3%) par rapport aux autres cancers (Togashi et al., 2015; Schrock et al., 2016; Lu et al., 2017,

Descarpentries et al., 2018). Parmi les cancers du poumon, les mutations MET ex14 sont retrouvées
dans des proportions différentes selon les sous-types histologiques que sont les adénocarcinomes
(2,6% a 3,2%), avec une trés grande variabilité selon les études dans les tumeurs sarcomatoides (2,6%

a 31,8%) et les carcinomes adénosquameux (4% a 8,2%) (Schrock et al., 2016). Les sauts d’exon 14 de

52



MET ont été également retrouvés dans des cancers pulmonaires a grandes cellules (0,8%) et dans des

cancers a petites cellules (0,2%).

Au-dela du fait que les altérations impactant I'exon 14 de MET soient majoritairement
observées dans les cancers du poumon, les caractéristiques cliniques des patients touchés ne sont pas
encore bien connues. L'étude des 298 cas MET ex14 par Schrock. et al montre que ces mutations sont
plut6t retrouvées chez les sujets agés (age médian de 73 ans) (Schrock et al., 2016). Le statut tabagique
ne semble pas favoriser la prévalence des tumeurs MET ex14. Bien qu’une étude observe une plus
faible proportion de non-fumeurs parmi les cas de saut d’exon 14, au moins une autre étude montre
gu’il n'existe pas de différence dans I'histoire tabagique entre les patients MET ex14 et les autres
(Awad et al., 2016; Tong et al., 2016). Nous avons confirmé ces données au travers de I'analyse de la

cohorte de 65 patients du CHRU de Lille (Jamme et al., 2020).

L'impact pronostic des mutations MET ex14 n’est pas encore clair. Une étude de 687 cas de
CBNPC montre cependant que les mutations MET ex14 comme les amplifications de MET sont
associées a un mauvais pronostic