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L’hepatocyte growth factor/scatter factor
et son récepteur MET

¢été identifié en 1984 a partir de

plasma de rats ayant subi une
hépatectomie partielle, par sa capa-
cité a induire la prolifération d’hépa-
tocytes en culture. Il est appelé com-
munément HGF/SF, car il fut
identifié indépendamment comme
un facteur sécrété par des fibroblastes
et qui dissocie et induit la migration
de cellules épithéliales (scatter factor,
SF). L’identité de séquence et de
fonctionnalité de 'HGF et du SF a
été établie en 1991 [1].
L’HGF/SF est une protéine hétérodi-
mérique dont les deux sous-unités o
(69 kDa) et B (34 kDa) dérivent d’un
précurseur commun qu’'une protéo-
lyse transforme en protéine fonction-
nelle (figure 1). La découverte de
I’HGF/SF & partir d’activités biolo-
giques distinctes illustre le pléiotro-
pisme de ses effets biologiques puis-
sants.
Le récepteur MET de I'HGF/SF a été
découvert dans les cellules d’une
lignée d’ostéosarcome humain trans-
formées par un carcinogéne chimique.
La forme oncogénique initialement
identifiée consistait en une protéine de
fusion entre MET et un domaine de
dimérisation d’une protéine Tpr liée
aux filaments intranucléaires, qui per-
met une dimérisation constitutive
d’une forme tronquée de la partie
intracellulaire de MET contenant son
domaine tyrosine kinase. Le récepteur
MET est issu d’un précurseur de
170kDa et la glycoprotéine mature
(190 kDa) est constituée de deux sous-
unités o (50kDa) et B (145kDa) asso-
ciées par des ponts disulfures [2]. La
sous-unité o est extracellulaire, tandis
que la sousunité B est une protéine
transmembranaire, dont la partie C-
terminale contient le domaine tyrosine
kinase (figure I).
L’HGF/SF est
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Figure 1. Activation du récepteur MET par I’'HGF/SF. La liaison de I'HGF/SF
induit la dimérisation du récepteur, permettant I'induction de son activité
kinase et son autophosphorylation sur des résidus tyrosine de la partie intra-
cellulaire (numérotés par convention de 1 & 16, avec leur position correspon-
dante sur le récepteur MET murin). Les sites majeurs d’autophosphorylation
sont les résidus tyrosine Y8 et Y9, suivi des résidus Y14 et Y15, qui sont des
sites de liaison pour des protéines de signalisation. De plus, la tyrosine Y2
transmet un signal négatif (-); tandis que les tyrosines Y13,14,15,16 trans-
mettent un signal positif (+) sur les réponses biologiques de dispersion et de
morphogenése (voir [6, 27]). (Le domaine tyrosine kinase, TK1 et TK2, est
tres conservé entre les récepteurs tyrosine kinases et est interrompu par un
domaine Ki, insert kinase, qui ne contient pas de résidus tyrosine contraire-
ment a d’autres récepteurs tyrosine kinase.)

teuses, tandis que le récepteur MET
est plutdot exprimé par des cellules
épithéliales. Ainsi au cours du déve-
loppement murin, "HGF/SF est
détecté dans le mésenchyme des

ébauches de nombreux organes
(foie, rein, poumon, glande mam-
maire, etc.) alors que MET est
détecté dans les épithéliums adja-
cents [3]. Ces patrons d’expression

m/s n°2, vol. 17, février 2001



indiquent que I’'HGF/SF est un
médiateur des interactions épithé-
lium-mésenchyme iz vivo. Dans les
tumeurs, des formes constitutivement
activées de MET ont été récemment
identifiées, mais le plus souvent une
surexpression a la fois de ’'HGF/SF
et de MET a été mise en évidence
dans les cellules épithéliales cancé-
reuses, ce qui suggeére un systéme
d’amplification autocrine (voir [4]).
L’HGEF/SF a été identifié par sa capa-
cit¢ a induire la prolifération et la
dispersion de cellules épithéliales,
mais il a également des effets de mor-
phogenése et de survie (voir [4]). Ses
multiples effets, en particulier de dis-
persion et de morphogenése, illus-
trent in vitro les capacités plastiques
de cellules épithéliales observées in
vivo au cours du développement nor-
mal et pathologique.

La dispersion et la morphogenése
sont observables sur une méme
lignée épithéliale, par exemple les
cellules épithéliales MDCK de rein
de chien (figure 2). Lorsqu’il est
ajouté aux cultures, 'HGF/SF induit

lules, c’est-a-dire a la fois leur disso-
ciation et leur migration. On peut
ainsi observer des modifications mor-
phologiques séquentielles: les cel-
lules s’étalent, perdent les jonctions
qui les unissent, se dissocient, acquié-
rent un phénotype fibroblastoide et
migrent activement. Les effets de
I’HGF/SF sur la morphogenése sont
détectables lorsque les cellules sont
cultivées en présence de composants
de la matrice extracellulaire. Ainsi,
les cellules MDCK forment des struc-
tures kystiques lorsqu’elles sont culti-
vées plusieurs jours dans un gel de
collagene et ’addition d’HGF/SF
entraine la formation de branche-
ments et de tubes au sein du gel
(figure 2). Sous 'effet de ’'HGF/SF,
de nombreuses lignées cellulaires
sont capables de reproduire in vitro
des structures proches de celles de
leur tissu d’origine: les cellules
d’adénocarcinome pancréatique
recréent des structures kystiques, les
cellules épithéliales mammaires des
structures tubulaires, les cellules de
carcinome pulmonaire des structures
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Figure 2. Effets biologiques de dispersion et de morphogenése induits par
I'HGF/SF. Pour un méme modele cellulaire, ici les cellules épithéliales MDCK

de rein de chien, 'HGF/SF induit un effet de dispersion lorsque ces cellules
sont cultivées pendant 24 h sur plastique, ou un effet de morphogenese
lorsqu’elles sont cultivées pendant 7-20 jours dans un gel de collagéne
(image reproduite avec I’'aimable autorisation de Leen Van Hoord, Université

de Gand).
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I’HGF/SF n’induit pas ces structures,
mais favorise plutot les potentialités
morphogénes de cellules épithéliales.
Ces réponses de dispersion et de mor-
phogenése sont distinctes puisque
dans le premier cas il y a dissociation
des cellules, tandis que dans le
second, il y a association et réorgani-
sation. Cependant, le fait que ces
deux types de réponses soient obser-
vables sur une méme lignée cellulaire
conduit & se demander si elles met-
tent en jeu des voies de signalisation
communes ou distinctes.

Les multiples partenaires
intracytoplasmiques

du récepteur MET :

quelle combinatoire

pour quelle réponse biologique ?

Selon un mécanisme classiquement
décrit pour les récepteurs a tyrosine
kinase, la liaison de I"HGF/SF
entraine une dimérisation du récep-
teur MET, I'activation de son poten-
tiel tyrosine kinase et une transauto-
phosphorylation sur des résidus
tyrosine. Le récepteur MET contient
16 tyrosines dans sa partie intracellu-
laire (notées Y 1-16, selon la conven-
tion proposée par Michael Weidner
(6], figure I). Lorsqu’il est activé, il
s’autophosphoryle majoritairement
sur les résidus tyrosine Y8 et Y9 situés
dans le domaine catalytique. Ces deux
résidus contigus sont conservés dans
de nombreux récepteurs tyrosine
kinases, tels que les récepteurs au
NGF (nerve growth factor) ou au PDGF
(platelet derived growth factor), et sont
indispensables a l'activité catalytique
de ces récepteurs. Ainsi, la mutation
de ces résidus abolit toute activité tyro-
sine kinase du récepteur MET [7].

Les résidus tyrosine Y14 et Y15 dis-
tants de 7 acides aminés, présents
dans la partie C-terminale du récep-
teur MET, s’autophosphorylent éga-
lement mais avec moins d’intensité
que sur les résidus Y8 et Y9. Ces rési-
dus tyrosine Y14 et Y15 font partie du
site de MET ou sont recrutés mul-
tiples substrats. Ils sont notamment
indispensables au recrutement de
GRB2 (growth factor receplor-bound pro-
tein), PI3K (phosphatidyl inositol 3
kinase), PLCy (phospholipase C), Src,
SHC (SH2-containing sequence), GAB1

(Grb-2 associated binder-1) et STATS ——
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(signal transducer and activator of trans-
eription) [8-111 (figure 3). 11 est clair
que le recrutement de protéines mul-
tiples sur un site d’ancrage unique
distingue ce récepteur d’autres
récepteurs tyrosine kinases et souléve
des questions quant a I’affinité rela-
tive de ces différentes protéines et a
leur contribution a la signalisation
du récepteur MET. La singularité de
ce site a conduit les auteurs a explo-
rer la mise en jeu et le role de cha-
cune des protéines recrutées.

La plupart des partenaires de MET
ont été découverts en testant des
molécules dont on connaissait le
recrutement sur d’autres récepteurs
(GRB2, SHC, PLCy, PI3K, SRC,
STAT3) [8, 9, 11], mais d’autres I’ont
€été par des techniques de criblage a
partir du récepteur MET (GABI,
BAGI1, un inhibiteur de la protéine
chaperon Hsp 70) [10, 12]. Selon
qu’ils possédent ou non une activité
enzymatique, ces partenaires sont des
effecteurs ou des adaptateurs, ces
derniers servant de relais pour activer
d’autres molécules de signalisation.
La liste qui suit n’est pas exhaustive,

mais permet de souligner les caracté-
ristiques permettant une spécificité
de reconnaissance entre le récepteur
MET et ses partenaires.

L’adaptateur GRB2 (25kDa) inter-
agit via son domaine SH2 avec la
tyrosine Y15 phosphorylée du récep-
teur MET [8] et via ses domaines
SH3 avec le facteur d’échange SOS,
qui convertit la forme Ras-GDP inac-
tive en une forme Ras-GTP active.
GRB2 sert donc de relais pour activer
la cascade Ras. En aval de la tyrosine
Y15, les acides aminés sont détermi-
nants pour la spécificité de recon-
naissance de GRB2. Ainsi, GRB2 se
lie a la tyrosine Y15 au sein de la
séquence YPVNV et ne se lie pas a la
tyrosine Y14 au sein de la séquence
Y'* VHV de MET [13, 14].
L’adaptateur SHC et ses isoformes
(p46, p52 et p63) contiennent un
domaine carboxy-terminal SH2 et un
domaine amino-terminal PTB,
capables de reconnaitre un résidu
tyrosine phosphorylé dans des
contextes d’acides aminés distincts.
Les tyrosines Y14 et Y15 du récepteur
MET sont capables de recruter SHC

HGF/SF —()

Figure 3. Recrutement de protéines de signalisation par le récepteur MET. Le
récepteur MET activé recrute des protéines de signalisation via les résidus
Y14 et Y15 phosphorylés du site de recrutement multisubstrat, soit directe-
ment (PI3K, PLCy, SRC, STAT3, SHC, GRB2, GAB1), soit indirectement via la
mmsmm protéine SHC (GRB2) ou la protéine GAB1 (PI3K, CRK, SHP2, PLCy).

via son domaine SH2 lorsqu’elles
sont phosphorylées [11]. A son tour
SHC est phosphorylée, notamment
sur la tyrosine Y370 qui se trouve
dans une séquence YVNV, recon-
nue par GRB2. Ainsi, SHC permet un
recrutement indirect du complexe
GRB2-SOS par le récepteur.
L’adaptateur multifonctionnel GAB1
(110 kDa) a été identifié comme une
molécule capable de s’associer aux
récepteurs de ’'HGF/SF, de 'EGF et
de I'insuline [10, 15]. GABI1 s’associe
aux tyrosines phosphorylées Y14 et
Y15 de MET via un domaine original
appelé MBD (MET binding domain)
riche en proline et distinct d’un
domaine PTB classique, ainsi qu’aux
phospholipides de la membrane plas-
mique via un domaine PH (plecstrin
homology) [10]. De plus, la fixation de
GRB2 sur la tyrosine 15 de MET sta-
bilise la liaison de GAB1 sur la tyro-
sine 14 de MET [16]. Suite a son
recrutement par MET, GABI est
phosphorylé sur de nombreux rési-
dus tyrosine et s’associe spécifique-
ment avec diverses protéines, dont
PI3K, CRK, SHP2 et PLCy, suscep-
tibles a leur tour d’activer d’autres
protéines [17-19].

La phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) est une molécule effectrice
constituée de deux sous-unités: la
p85 qui contient deux domaines SH2
et un domaine SH3, et la pl10 qui
porte l'activité kinase. La PI3K est
capable de se fixer aux tyrosines
phosphorylées Y14 et Y15 du récep-
teur MET activé [8] et a des tyrosines
phosphorylées de GAB1 [17]. Par sa
double activité enzymatique (lipide
kinase et protéine kinase), elle active
des protéines de signalisation, via la
production de phosphoinositides ou
via son activité kinase. Les cibles les
plus connues de la PI3K sont les
sérine/thréonine kinases AKT/PKB,
PKC et S6 p70 et des petites pro-
téines G, comme Rac (voir [20]).

Il est clair qu’aucun partenaire de
MET n’est spécifique de ce récep-
teur. En revanche, il existe bien une
spécificité de reconnaissance pour
chacun des partenaires et la combi-
natoire de leur recrutement est origi-
nale par rapport a celle d’autres
récepteurs. Ainsi, la liste des parte-
naires de MET est distincte de celle
du récepteur FGF-(fibroblast growth
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factor)R1 (FRS2, PLCy, SHC, SHP2,
CRK) contenant également un
domaine tyrosine kinase [21], et
encore plus de celle d’'un récepteur
de cytokine, comme le récepteur
TNF (tumor necrosis factor)-R1 (TRADD,
RIP, FADD, TRAF), dépourvu d’acti-
vité enzymatique [22]. Malgré la mul-
tiplicité de ces partenaires, GABI
joue un roéle prépondérant dans la
signalisation de MET, comme les
expériences récentes d’invalidation
de GABI I’ont confirmé [28, 24]. Cet
adaptateur est apparenté a IRSI et
FRS2, des protéines d’ancrage (doc-
king proteins) respectivement pour les
récepteurs a I'insuline et au FGF. Ce
type d’adaptateur multifonctionnel
permet de proposer que chaque
récepteur tyrosine kinase recrute et
active un set unique de protéines de
signalisation, via ses propres sites
d’autophosphorylation et via les sites
de phosphorylation des protéines
d’ancrage qui leurs sont étroitement
associées [25] (figure 3).

L’enjeu actuel est de comprendre le
role de chacun des partenaires dans
I'induction des voies de signalisation
et dans les effets biologiques trans-
duits par le récepteur MET. Une pre-
miere observation est que la connais-
sance du site de recrutement
multisubstrat rend obsoléte une pré-
sentation linéaire de I'induction de
voies de signalisation par ce récep-
teur. Par exemple, le récepteur MET
peut lier GRB2 de maniére directe
ou indirecte via SHC [11] et peut lier
la PI3K de maniére directe ou indi-
recte via GAB1 [17]. Ces données
suggeérent un mécanisme dans lequel
I’activation d’une méme voie de
signalisation peut étre renforcée par
des systétmes en relais et indiquent
I'existence de croisements entre les
voies de signalisation.

Certaines voies de signalisation sont
bien définies, comme la voie Ras qui
active la cascade de MAP kinases Raf-
MEK-ERK et qui conduit a la régula-
tion de I’expression génique. Elle per-
met notamment a 'HGF/SF d’activer
la transcription de genes de protéases,
tels que la collagénase ou 'activateur
du plasminogéne de type urokinase
[26, 27], des enzymes capables de
dégrader la matrice extracellulaire et
de favoriser la dispersion [28-30].
Cependant, I'activation d’une voie de
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signalisation ne rend pas compte de
tous les signaux induits par 'HGF/SF.
Par exemple, Ras est également
capable d’activer Rac, qui induit la
réorganisation de l'actine et met en
jeu des cascades de MAP kinases,
MEKK-MKK3,6-p38 et MEKK-MKK4,7-
JNK, dont I'organisation séquentielle
est similaire a celle de la cascade Raf-
MEK-ERK. Ainsi, I’étalement cellu-
laire induit par une forme activée de
RAS est inhibé par une forme inactive
de RAC [29, 31]. Enfin, des croise-
ments dans les voies de signalisation
peuvent conduire a des régulations en
retour. Ainsi, la voie RAS-RAF-MEK-
ERK entraine en quelques heures la
répression de l'activité de la voie
CDC42-MEKK-MKK4.7-]NK, par la
mise en jeu de MKP2, une MAP
kinase phosphatase [32] (figure 4).

Au-dela de ces travaux, on peut se
demander si les partenaires de MET
et les voies de signalisation qu’ils
entrainent sont spécifiques des
réponses biologiques de dispersion et
de morphogenése, puisque ces

réponses sont distinctes. En fait, seuls
deux types de résultats ont été obte-
nus lorsque I'implication de MET ou
de ses partenaires a été testée en
parallele sur ces deux réponses biolo-
giques: ou bien ces deux réponses
biologiques ont été perdues [33, 34],
ou bien la dispersion a été conservée
et la morphogenese a été perdue [6,
9, 27]. Par exemple, la dispersion est
conservée et la morphogeneése est per-
due lorsque tous les résidus tyrosine
C-terminaux (Y13-16) sont mutés [6,
27] ou lorsqu’un peptide phosphorylé
qui inhibe par compétition la diméri-
sation des protéines STAT3 est utilisé
[9]. En aucun cas l'inverse n’a été
trouvé, c’esta-dire que la dispersion
soit perdue et la morphogenése
conservée. Ce constat suggere que la
dispersion est indispensable a la mor-
phogenése et améne a se demander si
outre un aspect qualitatif des événe-
ments de signalisation (identification
des protéines de signalisation et de
leur roéle, identification de voies de
signalisation conduisant a ces deux

Membrane

/ cellulaire

MET

Cytoplasm

@ ;:\ctine

Génes-cibles

Figure 4. Réseau de signalisation induit par le récepteur MET. Outre les sys-
temes multiples de recrutement de protéines de signalisation indiqués sur la
figure 3, différentes caractéristiques de ce réseau sont mises en valeur sur ce
schéma. La PI3K peut étre activée en amont de Ras par recrutement direct
par MET ou indirect par GAB1, ainsi qu’en aval de Ras. Les protéines Ras,
Rac et CDC42 activent des cascades de kinases de type MAPKKK-MAPKK-
MAPK et les protéines Rac et CDC42 induisent également la réorganisation
de l'actine. Les MAPK phosphorylent des facteurs de transcription, qui parti-
cipent a la régulation de genes-cibles et d’autres protéines, telle la MAPK
phosphatase MKP2, qui régle en retour I'activité des MAPK.
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réponses biologiques), un aspect
quantitatif (niveau d’activation de
voies de signalisation plus élevé pour
induire la morphogenése que la dis-
persion) permet de discriminer ces
réponses biologiques.

Des mécanismes de signalisation
au développement embryonnaire

Le phénotype des souris MET™~ ou
HGF/SF/- est trés similaire et les
embryons meurent in utero au méme
stade du développement embryon-
naire avec une réduction de la taille
du foie par apoptose des hépatocytes
et un déficit musculaire lié a
I’absence du développement des pro-
géniteurs musculaires issus du der-
momyotome, ceux ci ne pouvant ni
se dissocier ni migrer a partir de
cette structure [35-37]. Ainsi, les phé-
notypes observés sont cohérents avec
les réponses biologiques identifiées
in vitro et confirment I'implication
du couple HGF/SF-MET dans les
interactions épithélium-mésenchyme.
Des expériences in vivo confirment
que le site de recrutement carboxy-
terminal joue un roéle crucial pour le
fonctionnement de ce récepteur
[38]. Si on remplace, dans une
approche de type knock-in chez la
souris, le géne MET par une
séquence codant pour une protéine
MET incapable de s’autophosphory-
ler sur les résidus tyrosine Y14 et Y15,
on reproduit le phénotype des souris
MET-. De plus, des souris exprimant
un récepteur MET ayant seulement
une substitution ponctuelle empé-
chantla fixation de GRB2 sur la tyro-
sine Y15, survivent a la naissance,
mais ont un défaut sélectif du déve-
loppement de la musculature des
membres. Alors que chez les souris
MET-, c’est la perte des capacités
migratoires des myoblastes qui est
responsable du phénotype, chez les
souris MET-GRB2-, c’est la proliféra-
tion des myoblastes durant leur
migration qui semble perturbée [38].
Il n’est cependant pas prudent de
conclure que la fixation de GRB2 est
responsable d’un signal de proliféra-
tion plutét que de migration,
puisque des résultats postérieurs ont
montré que la mutation du site de
liaison de GRB2 a MET perturbe for-
tement la fixation de GABI a MET

[16], qui est lui-méme impliqué dans
la migration [10].

De nouveaux mécanismes
de signalisation pour MET

Les tyrosines Y14 et Y15 du récepteur
MET recrutent diverses protéines a la
base d’un réseau de signalisation res-
ponsable de I'induction de réponses
biologiques. Cependant, tous les effets
induits par le récepteur MET ne résul-
tent pas d’une phosphorylation de ces
résidus tyrosine. En effet, alors que la
mutation des résidus tyrosine Y14 et
Y15 abolit effectivement tous les effets
morphogénes transduits par MET,
une mutation de tous les résidus tyro-
sine carboxy-terminaux (Y13-16)
conduit toujours a la dispersion [6,
27]. Pour ce récepteur muté sur 4
résidus tyrosines, la voie Ras-Raf-MEK-
ERK est toujours activée et est fonc-
tionnellement impliquée dans la dis-
persion, alors que le recrutement de
protéines via le site multisubstrat est
bien perdu [27]. Ces résultats sugge-
rent que d’autres régions du récep-
teur sont capables de recruter des
protéines conduisant a 'activation de
la voie Ras-Raf-MEK-ERK. En faveur
de cette hypothése, des mutations
dans la région juxtamembranaire
lévent un signal inhibiteur [6] qui
pourrait impliquer une phosphatase
(39]. De plus, dans un cancer papil-
laire rénal, des mutations situées dans
le domaine kinase rendent le récep-
teur MET constitutivement actif. Un
tel récepteur étudié en culture cellu-
laire entraine des réponses biolo-
giques méme si les résidus tyrosine
Y14 et Y15 sont mutés [40].

Conclusions

Les expériences d’invalidation
génique prouvent que le couple
HGF/SF-MET joue un réle essentiel
in vivo [35-38], de méme que GABI
est un €lément essentiel de la trans-
duction du signal par ce récepteur
[23, 24]. Cependant, la connaissance
du site de recrutement multisubstrat
de MET montre que la transduction
du signal n’est pas induite de
maniére linéaire a partir de ce récep-
teur, et souléve des questions sur les
mécanismes intracellulaires condui-
sant a une réponse biologique spéci-

fique. Méme si ces questions restent
ouvertes, des progres sont également
espérés dans le domaine de la locali-
sation subcellulaire et des cinétiques
de mise en jeu de protéines de signa-
lisation, pour une meilleure compré-
hension spatiale et dynamique des
événements induits. Pour conclure, il
est important de souligner que
I’étude du couple HGF/SF-MET va
au-dela de la stricte compréhension
des mécanismes d’action mis en jeu.
En effet, des applications thérapeu-
tiques peuvent étre envisagées sur la
base des capacités de 'HGF/SF a
favoriser la progression et la dissémi-
nation tumorale [4], ou la régénéra-
tion d’organes comme le foie ou le
rein [41]. On peut espérer notam-
ment qu’'une meilleure connaissance
des mécanismes d’action du couple
HGF/SF-MET permettra des progres
dans l'identification d’agonistes et
d’antagonistes du récepteur MET a
visée thérapeutique H
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