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Le facteur de croissance
des hépatocytes HGF-SF
et son récepteur c-Met:
fonctions biologiques

et activation oncogénique

HGF-SF (hepatic growth factor-scatter factor) est un puissant mi-
togene pour les cellules hépatiques, mais aussi rénales; en
outre, il accroit la mobilité et la dispersion des cellules épithé-
liales et endothéliales. Nombreuses sont les cellules présentant
a leur surface le récepteur c-Met, spécifique du HGF-SE. C-
Met possede un domaine cytoplasmique doué d’une activité ty-
rosine kinase; ce récepteur s’autophosphoryle avant d’activer
sa fonction enzymatique vis-a-vis de substrats exogenes, trans-
mettant le signal aux protéines cibles par plusieurs voies dont
celle de Ras. Les propriétés tyrosine kinase de c-Met peuvent
étre activées de facon constitutive a la suite d’un réarrange-
ment chromosomique et la protéine de fusion codée par le
gene hybride a un pouvoir transformant. Le gene c-MET est
souvent surexprimé dans les tumeurs malignes, et joue peut-
étre un role dans la dissémination métastatique. L’interruption
de la transmission du signal passant par c-Met pourrait
donc avoir un grand intérét thérapeutique dans les cancers.

es protéines tyrosine kinases

(PTK) phosphorylent spécifi-

quement des résidus tyrosine

portés par d’autres protéines

ou par ellesmémes. Les réac-
tions de phosphorylation qu’elles ca-
talysent jouent un rdle essentiel dans
la régulation moléculaire de I'activité
cellulaire. Le nombre de génes co-
dant pour des PTK, identifiés et ca-
ractérisés a ce jour, dépasse la cin-
quantaine [1, 2]. Les activités des
différentes PTK sont en effet sou-
mises a une régulation tres stricte et
la perte de cette capacité d’étre ré-
glées leur donne fréquemment le
pouvoir d’induire la transformation

maligne des cellules. De fait, la moi-
tié environ des proto-oncogenes ré-
pertoriés actuellement codent pour
une protéine tyrosine kinase [1, 2].

Une sous-famille importante de PTK
est formée par des glycoprotéines de
surface qui servent de récepteurs a
des facteurs de croissance de nature
protéique ou peptidique [1, 3, 4].
Les séquences protéiques de ces ré-
cepteurs sont formées de trois do-
maines majeurs: un domaine extra-
cellulaire portant le site de fixation
du ligand, un domaine transmembra-
naire unique ancrant le récepteur a
la surface cellulaire et enfin un do-
maine intracellulaire doté de I'activi-
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té TK. Le domaine intracellulaire,
peut activer des voies moléculaires
qui servent a transmettre au reste de
la cellule le message émis par la fixa-
tion du ligand. Ces voies sont réglées
par la phosphorylation de certaines
protéines, induite par l'activité TK de
la région catalytique du récepteur.

Parmi les récepteurs de facteurs de
croissance présentant une activité
PTK, on peut citer: les récepteurs de
I'insuline, de 'IGF-1 (insulin-like grow-
th factor), de 'EGF (epidermal growth
Jactor), des PDGF-A et B (platelet-deri-
ved growth factor), du M-CSF (colony-sti-
mulating factor), et des membres de la
famille FGF (fibroblast growth factor) et
ceux de la famille des récepteurs
tyrosine kinases TRK (TRK, TRK B,
TRK C, TRK D, TRK E) [5]. Cette lis-
te n’est pas limitative : récemment le
produit du proto-oncogene c-MET
est venu s’y ajouter, en tant que

récepteur a forte affinité du HGF-SF
(hepatocyte growth factor-scatter fac-
tor) [6].

Nous tentons ici de faire le point des
connaissances actuelles portant sur le
complexe HGF-SF/Met, les voies de
transduction des signaux qu’il émet,
ainsi que le role que jouent ceux-ci
dans la croissance normale et patho-
logique des cellules, dans leur diffé-
renciation et dans certains processus
de réparation tissulaire.

Isolement
et identification
du gene c-MET

Le géne c-MET a été découvert par
Cooper et al. sous la forme d’un on-
cogeéne activé présent dans la lignée
MNNG-HOS, une lignée cultivée in
vitro de cellules dérivées d’un ostéo-
sarcome humain et transformées par

Met

Récepteur
PDGF
Récepteur
c-Fms/CSF-1

Proto-oncogene

Membrane plasmique

Récepteur
insuline

Récepteur o o
EGF/TGF-o

Figure 1. Organisation structurale simplifiée du produit du proto-oncogéne
¢-MET comparée a celle d’autres récepteurs TK de la surface cellulaire. Les
domaines particulierement riches en cystéine sont identifiés par des rec-
tangles gris. D’autres cystéines sont signalées par des cercles noirs. Des rec-
tangles rouges localisent les domaines tyrosine kinases. CSF-1: colony-sti-
mulating factor type 1; PDGF: platelet-derived growth factor, TGF-a:
transforming growth factor type a.
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un carcinogéne chimique, la N-mé-
thyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine (MN-
NG) [7]. Cet oncogéne a été isolé a
partir de colonies de cellules murines
de la lignée NIH-3T3 transformées
aprés avoir été transfectées par de
IADN extrait de cellules MNNG-
HOS [8]. Sa caractérisation a montré
qu’il résultait d’'un réarrangement
entre un fragment du chromosome 1
humain portant un gene jusqu’alors
inconnu, le géne TPR (pour translo-
cated promoter region) et une forme
tronquée du gene humain c-MET lo-
calisé, lui, sur le chromosome 7
(7921-31) [79]. Le locus génomique
du gene c-MET s’étend sur environ
100kb.

Le proto-oncogeéne c-MET a été cloné
et séquencé. Il code pour une protéi-
ne dont la séquence évoque directe-
ment celles des récepteurs membra-
naires a activité TK (figure 1) [6, 9].
De fait, bien que I'on n’ait pas tout
de suite identifié son ligand, il est ap-
paru que le produit de c-MET possé-
dait tous les caracteres d’un récep-
teur de ce type: la localisation a la
surface cellulaire, la structure en trois
domaines — extracellulaire, transmem-
branaire, intracytoplasmique -, et
lactivité. TK du domaine cytoplas-
mique [9]. Au cours du réarrange-
ment observé dans les cellules
MNNG-HOS, un fragment de I'extré-
mité amino-terminale du géne 7TPR
s’est substitué aux domaines extracel-
lulaires et transmembranaires du
proto-oncogene c¢-MET, fusionnant
avec le domaine intracytoplasmique
de celui-ci et activant de facon consti-
tutive son activité TK [7-9].

Aprés traduction, un précurseur
pl60-170 de la protéine c-Met fonc-
tionnelle subit une maturation au
cours de laquelle le domaine extra-
cellulaire est d’abord glycosylé, puis
clivé en une sous-unité a de 50 kDa
et une sous-unité B de 140-145 kDa,
qui restent associées par des ponts di-
sulfures (formés des avant le clivage)
créant ainsi un dimére off de Mr
190kDa [6]. Alors que la sous-unité o
est exclusivement extracellulaire, la
sous-unité 3 présente les trois do-
maines et c’est elle qui porte le site
catalytique intracytoplasmique (figure
2). La dimérisation af3 de la molécule
ne semble pas toutefois étre indis-
pensable pour que le ligand puisse se
fixer [6]. Toutefois, elle est nécessai-
re a l'activation moléculaire du ré-

cepteur et a l'expression d’une ré-
ponse biologique complete [10].

Outre ces modifications post-traduc-
tionnelles, les ARN transcrits du gene
¢-MET (8kb, 7kb et 6 kb) peuvent su-
bir des épissages alternatifs et coder
pour deux protéines isoformes dont
les domaines extracellulaires diffe-
rent par une séquence de 18 acides
aminés [6-9,11]. L’isoforme la plus
longue dérive d’'un ARN transcrit mi-
neur ne représentant en quantité
que 10 % de I’ARN transcrit principal
(figure 2) [6]. Ces formes présentes a
la surface cellulaire sont des molé-
cules monomeres d’une taille d’envi-
ron 170kDa. Les roles biologiques
joués respectivement par les diffé-
rentes protéines issues d’épissages al-
ternatifs, sont pour l'instant incon-
nus tout comme ceux de formes
tronquées décrites par Prat et al
[11]. Ces auteurs ont montré en effet
qu’un processus de maturation post-
traductionnel réglé par I’activation
de la protéine kinase C pouvait cou-
per la partie carboxy-terminale de la
sous-unité B. Les formes tronquées
qui en résultent sont donc dépour-
vues du domaine TK, voire du do-
maine transmembranaire et, dans ce
dernier cas n’étant plus ancrées dans
la membrane, les molécules sont libé-
rées dans le milieu extérieur (figure2).

Le produit
du gene c-MET,
récepteur du HGF-SF

C’est I’observation selon laquelle le
HGF-SF (voir plus bas) stimulait la
phosphorylation d’une protéine de
145kDa, qui a permis d’identifier le
récepteur de ce facteur de croissan-
ce. En effet, la taille de Ia protéine, sa
localisation membranaire, la rapidité
et la spécificité de la réaction de
phosphorylation, suggéraient I’exis-
tence d’un processus d’autophospho-
rylation caractéristique des récep-
teurs membranaires a activité TK. En
utilisant des anticorps dirigés spécifi-
quement contre différentes TK, Bot-
taro et al. [12] ont montré que cette
protéine de 145 kDa était la sous-uni-
té B de c-Met. D’autres expériences
ont ultérieurement confirmé ce ré-
sultat et indiqué, en outre, que I'in-
teraction entre le HGF-SF et c-Met
avait des effets pléiotropiques, va-
riables selon les types cellulaires im-

pliqués (m/s n°5, vol. 7, p.515) [10,
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Figure 2. Présentation schématique du produit du géne c-MET et de
quelques isoformes résultant d’épissages alternatifs ou de modifications
post-traductionnelles. L’ARN messager de c-MET transcrit majoritairement
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la p190MET (1). Une protéolyse spécifique transforme celle-ci en un hétérodi-
mere af qui unit par des ponts disulfures une sous-unité a extracellulaire
(a®°) a une sous-unité B (%) transmembranaire, portant du cété cytoplas-
mique le site catalytique TK (2). Sont également représentées des formes
tronquées dans leur partie C-terminale par un processus dépendant de I’acti-
vité PKC. Selon I'importance de la délétion, ces formes demeurent ancrées
dans la membrane (3) ou sont libérées dans le milieu extracellulaire (4). Il
existe enfin une forme transmembranaire de 170 kDa (p170, [10]) codée par
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qu’un nombre réduit de ponts disulfures (5). TM: domaine transmembranai-
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13-15]. De plus, il a été établi par la proches indépendantes. Sous le nom

suite que le HGF pouvait se fixer a
deux types de récepteurs: 'un de
faible capacité mais de forte affinité
(200-5 000sites/cellule, K, _ 5-25pM)
correspond a c-Met, l'autre de forte

capacité mais de faible affinité
(105 sites/cellule, K, _ 0,2-5nM) est
un protéoglycane pseudo-hépari-

nique [10, 14].

Le HGF-SF, facteur
de croissance actif
sur les cellules
épithéliales
Le ligand du récepteur c-Met a été
lui-méme découvert par deux ap-

de HGF (pour hepatocyte growth factor)
ou aussi d’hépatopoiétine A, il a été
identifié une premiéere fois dans les
plaquettes et dans le plasma de rats
partiellement hépatectomisés [15].
Ce facteur s’est révélé étre un puis-
sant mitogéne pour les hépatocytes
adultes en culture. Il a été isolé, puri-
fié et son gene a été cloné par le grou-
pe de Nakamura et al. [6, 10, 15] qui a
déterminé la plupart de ses propriétés
biologiques. Au début, on a pensé
que son effet était limité aux hépato-
cytes, mais il s’est avéré qu’il agissait
aussi sur de nombreux autres types
cellulaires, suscitant les réponses les
plus diverses. La multiplicité des
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Figure 3. Schéma structural de la molécule du HGF-SF, tel qu’il a été propo-
sé par Nakamura et al. [57]. La sous-unité a du HGF-SF (69 kDa) possede
quatre domaines kringle (structures en boucle formées par trois liaisons di-
sulfures intrachaines, indiquées en rose sur le schéma) qui seraient impli-
qués dans la liaison du HGF-SF a son récepteur. La chaine [ est reliée a la
sous-unité a par un pont disulfure. Sa masse molaire est de 34 kDa.

cibles du HGF s’explique par le fait
que de nombreuses cellules d’origine
épithéliale ou endothéliale présen-
tent a leur surface le récepteur c-Met.
De son coté Stoker en 1985, identi-
fiait un facteur «dispersant» (scatter
factor ou SF), qui avait la propriété
d’accroitre considérablement la mo-
tilit€ in wvitro des cellules d’origine
épithéliale, provoquant la dispersion
des colonies formées par ces cellules
[16]. Des recherches plus poussées
ont montré que le HGF et le facteur
SF de Stoker n’étaient en fait qu’'une
seule et méme molécule [6, 10, 15-
17]. Le HGF est désormais désigné
comme le HGF-SF, abréviation qui
rappelle la double origine de sa dé-
couverte. Nous savons maintenant
qu’outre les hépatocytes adultes, il
stimule la prolifération des cellules
de nombreuses lignées épithéliales
telles que les cellules des tubules du
rein, les kératinocytes, les mélano-
cytes et les hépatocytes embryon-
naires. De leur coté, les cellules en-
dothéliales vasculaires en culture

sont, elles aussi, sensibles a son ac-
tion dispersante [6, 10, 14, 15]. En-
fin, et cette fonction n’est problable-
ment pas la derniere, le HGF-SF
exerce un controle morphorégula-
teur sur les tissus parenchymateux [6,
17-19].

Le HGF-SF est une protéine hétérodi-
mérique de 82 kDa composé d’une
sous-unité 0 de 69 kDa et d’une sous-
unité B de 34 kDa. Nakamura et al.
ont montré qu’elles dérivaient d’un
précurseur commun de 728 acides
aminés qu’une protéolyse spécifique
transforme en molécule hétérodimé-
rique fonctionnelle. La séquence en
acides aminés du HGF-SF présente
38 % d’analogie avec celle du plasmi-
nogene, ce qui pourrait traduire une
origine commune. La sous-unité o du
HGF-SF posséde quatre domaines
kringle (structures en boucle formées
par trois liaisons disulfures intra-
chaines) qui seraient impliqués dans
la liaison du HGF-SF a son récepteur
(figure 3) [6, 10, 14-17]. 11 existe plu-
sieurs variantes naturelles du HGF-SF
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dont certaines inhibent de maniére
compétitive la fixation de ce dernier a
son récepteur [17, 18]. Le locus géno-
mique du HGF/SF s’étend sur 70kb
et comprend dix-huit exons et dix-
sept introns [17]. Il est transcrit sous
forme d’'un ARNm d’environ 6kb.
Mais I’analyse par Northern blot des
produits de transcription et le
séquencage de différents clones
d’ADNc, ont montré l’existence de
plusieurs formes d’ARNm (6kb, 3 kb,
2,2kb) codant pour des protéines qui
présentent des altérations dans leurs
séquences. Il a méme été décrit une
forme tronquée de HGF-SF, dénom-
mée HGF/NK2, traduite d’'un ARNm
de 1,3kb [10, 17, 18]. Cette forme
réagit avec des sérums dirigés contre
le HGF-SF, et inhibe de maniére com-
pétitive la fixation de celui-ci au
récepteur de forte affinité. Toutefois,
elle n’a pas d’activité mitogene intrin-
seque et seulement une faible activité
dispersante. Alors que le géne c-MET
est exprimé dans la plupart des tissus
épithéliaux, le HGF-SF est produit
surtout par les cellules mésenchyma-
teuses. Des résultats publiés récem-
ment par le laboratoire de G.Vande
Woude, suggeérent que le complexe
HGF-SF/c-Met jouerait un role de
médiateur dans les interactions épi-
thélio-mésenchymateuses [19].

Comment l'interaction
HGF-SF/c-Met réegle
I'activité TK de Met

Dans les cellules épithéliales culti-
vées in vitro, le taux d’expression du
géne c-MET varie en fonction des
conditions de culture. Il est réduit
dans les cellules confluentes et en in-
hibition de contact, et maximal dans
les cellules en phase de croissance
exponentielle. Les cellules en inhibi-
tion de contact accumulent ’ARNm
du géne c-MET quand elles sont sti-
mulées par le HGF-SF (mais aussi
par le sérum ou le TPA (12-O-terade-
canoylphorbol-13-acetate). Cette accu-
mulation transitoire dépend de la
dose de HGF-SF et du temps écoulé
apres stimulation [20]. L’accumula-
tion de TARNm c-MET est suivie de
I’apparition du précurseur de la pro-
téine fonctionnelle qui subira ensui-
te une maturation lui donnant sa
structure définitive. Dans le labora-
toire de P. Comoglio, il a été montré
qu'un promoteur controlait spécifi-

quement la réponse transcription-
nelle des cellules au repos lors-
qu’elles sont traitées par le sérum, le
TPA ou par le HGF-SF. Il se présente
sous la forme d’une séquence de 300
pb située en amont du site de dé-
marrage de la transcription [21]. Les
auteurs ont pu établir que le géne c-
MET, quand il est stimulé par le
HGF-SF se comporte comme un gene
précoce a réponse retardée et que
cette réponse s’autoamplifie apres
induction.

Comme pour la plupart des TK, I'au-
tophosphorylation de c-Met prélude a
Pactivation de sa fonction enzyma-
tique vis-a-vis de substrats exogeénes
[22]. Aussi bien in vivo qu’in vitro les
principaux sites d’autophosphoryla-
tion sont des tyrosines situées sur la
séquence aux positions 1234 et 1235
(Y* 95, €t Y¥ 055). Ces tyrosines, d’apres
leur situation, correspondent a celles
des sites principaux d’autophosphory-
lation décrits pour d’autres PTK. Il
est important de noter que cette au-
tophosphorylation résulte d’une réac-
tion intermoléculaire. Elle requiert
pour s’exercer I'appariement de deux
molécules c-Met et leur dimérisation,
selon un processus qui semble géné-
ral pour ce type de récepteur [4]
mais dont le mécanisme moléculaire,
dans le cas qui nous occupe, est enco-
re inconnu. Des travaux tres récents
suggérent que pourraient intervenir a
ce stade les récepteurs du HGF-SF a
faible affinité présents en grand
nombre dans les matrices extracellu-
laires. Ces protéoglycanes sulfatés de
type héparinique fixeraient et stabili-
seraient a la surface des cellules les
molécules de HGF-SF sous forme de
structures oligomériques faciliteraient
le rapprochement physique et la di-
mérisation (voire I’oligomérisation ?)
des récepteurs c-Met avec lesquelles
elles réagiraient par ailleurs [23].

Le signal que constitue la formation
du complexe HGF-SF/Met peut étre
transmis par des voies différentes
(voir plus loin). En bref, quand il est
stimulé par son ligand, dimérisé puis
autophosphorylé, c-Met est suscep-
tible de se lier a la phosphatydyl ino-
sitol 3 kinase (Pt Ins 3K), la phos-
pholipase Cy et la pp60*, et donc de
les activer. Il peut aussi agir sur la
voie de Ras en se liant au complexe
Grb2/Sos [24-26].

Les propriétés TK de c-Met peuvent
étre activées de facon constitutive a la
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suite d’un réarrangement chromoso-
mique, d’'une maturation défectueu-
se des produits du géne et/ou de sa
surexpression [6-8, 27-31].

Le réarrangement TPR-MET présen-
te un intérét particulier. Nous ’avons
vu: sa découverte par le groupe de
Vande Woude est a I'origine de celle
du récepteur c-Met. Le gene TPR-
MET des cellules MNNG-HOS résulte
de I'insertion dans la séquence géno-
mique de c-MET située sur le chro-
mosome 7, d’un fragment de 500 kb
du chromosome 1 portant une partie
de la séquence d'un gene appelé
TPR encore mal connu (figure 4) [7,
8, 29]. Ce phénomeéne de recombi-
naison illégitime donne naissance a
un nouveau gene controlé par le pro-
moteur du gene TPR. Il est constitué
par 142 codons de I'extrémité 5’ du
gene TPR, fusionnés a la séquence
codant pour la partie carboxy-termi-
nale intracytoplasmique de c-MET.
Cette derniére est notamment por-
teuse du domaine TK du récepteur
de 'HGF [27-29]. Ce géne qui a per-
du les séquences codant pour les do-
maines extra et intramembranaire de
c-Met demeure localisé dans le cyto-
plasme sous la forme d’un homodi-
mere phosphorylé de facon constitu-
tive. A ce jour, bien qu’ayant été

activement recherché, ce réarrange-
ment n’a été identifié qu’en une seu-
le autre occasion, et cette fois dans
notre laboratoire. Dans les deux cas,
il a été décelé dans des cellules hu-
maines cultivées in vitro qui avaient
subi un traitement par la MNNG en-
trainant leur transformation. Chez
Vande Woude, il s’agissait des cel-
lules MNNG-HOS dérivées d'un os-
téosarcome humain. La lignée
ASKMN que nous avons isolée, pro-
vient de fibroblastes de la peau préle-
vés sur un patient atteint de Xeroder-
ma pigmentosum [27]. A part la
nature humaine de leur origine et le
fait d’avoir été, a un moment donné,
traitées par la MNNG, ces deux li-
gnées ont donc des histoires totale-
ment indépendantes. Elles portent
d’ailleurs des marqueurs génétiques
qui les distinguent. Les deux réar-
rangements TPR-MET présentent
une ressemblance remarquable aussi
bien au niveau des séquences du
point de fusion des genes TPR-MET
que des séquences codant pour leurs
protéines respectives ([27], Wicker et
al., sous presse). (Le point de fusion
génomique est localisé dans une ré-
gion intronique et le segment 7PR
raccordé a MET en ce point, présen-
te toutes les caractéristiques d’un site
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Figure 4. Mécanisme supposé d’activation oncogénique du proto-oncogéne
c-MET donnant naissance a I'oncogéne TPR-MET par réarrrangement avec le
gene TPR. Le gene TPR-MET résulterait de I'insertion, dans la séquence gé-
nomique de c-MET située sur le chromosome 7, d’un fragment de 500 kb du
chromosome 1 portant une partie de la séquence d’un gene appelé TPR en-
core mal connu. La protéine de fusion Tpr-Met qui résulte de ce réarrange-
ment pourrait conférer aux cellules un avantage sélectif décisif conduisant &

leur transformation.
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chromosomique fragile.) Une telle si-
militude ne parait pas accidentelle.
Elle pourrait étre due a un mécanis-
me consécutif a I'action de la MNNG
sur le matériel génétique de cellules
humaines immortalisées — mais non
malignes — cultivées in vitro. La pro-
téine de fusion Tpr-Met qui résulte
du réarrangement pourrait conférer
a ce type de cellules un avantage sé-
lectif décisif conduisant a leur trans-
formation.
La caractérisation de la protéine Tpr
commence a peine. Dans les cellules
de rat la protéine homologue de Tpr
a été localisée dans le cytoplasme a la
périphérie immédiate des pores nu-
cléaires. Cette localisation et ce que
I'on déduit de sa séquence concer-
nant sa structure suggere qu’elle se-
rait 'un des composants des fibres cy-
toplasmiques associées aux pores. De
ce fait, elle pourrait étre impliquée
dans le transport actif des macromo-
lécules vers le noyau [30]. Il est, par
ailleurs, intéressant de noter que le
gene TPR participe a 'activation par
réarrangement du proto-oncogene
TRK dans des carcinomes papillaires
de la thyroide humaine et a celle du
proto-oncogeéne raf chez le rat [27].
Le produit de TRK est le récepteur a
activité TK du NGF (nerve growth fac-
tor) [4], tandis que celui du gene raf
est une kinase qui phosphoryle spéci-
fiquement les sérines et les thréo-
nines.
On retrouve assez fréquemment un
proto-oncogene c-met murin surexpri-
mé dans les cellules 3T3-NIH trans-
formées spontanément [31-33]. Cette
transformation pourrait résulter d’'un
mécanisme autocrine, étant donné
que les cellules 3T3-NIH non trans-
formées synthétisent 'ARNm du
HGF-SF murin [33]. De fait, il est
possible de transformer ces cellules
en les transfectant simultanément par
des vecteurs d’expression porteurs
d’ADNc HGI-SF et MET d’origine
humaine. La coexpression des deux
genes entraine I'autophosphorylation
de c-Met et conduit a 'apparition du
phénotype transformé [33, 34].
Facteurs inhibant
I'activité TK de Met
Certaines protéines kinases auraient
un effet inhibiteur sur les signaux
transmis par c-Met. Ainsi, la stimula-
tion de la protéine kinase C (PKC)
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par les esters de phorbol promoteurs
de la tumorigenese, réduit le degré
de phosphorylation des tyrosines por-
tées par la chaine 3 de c-Met et aug-
mente de facon concomitante la
phosphorylation des sérines [6, 20].
Un certain nombre de travaux ont
montré qu’une partie importante de
la protéine Met localisée a la surface
cellulaire, est tronquée selon un mé-
canisme encore mal connu mais dé-
pendant de la PKC (figure2) [6, 10,
11]. Celle-ci aurait un effet semblable
sur le produit du gene c-FMS [10].
Les résultats des expériences portant
sur l'inactivation par troncature du
gene c-MET, suggérent que la trans-
mission des signaux émis par le HGF-
SF a travers cette voie, peut étre atté-
nuée (ou inhibée) par suite de
I’action de la PKC. Ces formes anor-
males du récepteur seraient capables
de lier le ligand, mais non de trans-
mettre le signal. Le fait que des inhi-
biteurs augmentent 'effet «disper-
sant» du HGF-SF sur les cellules
MDCK, conforte cette hypothese
[10]. Enfin le calcium pourrait inhi-
ber l'autophosphorylation de c-Met
[10].

Les voies de transduction
de signaux a partir
de c-Met

La diversité des réponses fournies par
les multiples systemes cellulaires que
stimule le HGF-SF complique I’étude
du mode de transmission des signaux
émis par c-Met. In vilro, apres auto-
phosphorylation, la protéine c-Met se
lie a des substrats contenant des do-
maines SH2 (src-homology domain) [35]
selon un mécanisme qui semble diffé-
rent de celui mis en ceuvre par
d’autres récepteurs. L’information
est essentiellement transmise apres
phosphorylation d’un site unique tres
proche de I'extrémité carboxy-termi-
nale de la molécule qui présente une
séquence  Y* 3, sVHVNATY* 3, VNV
[25, 26]. Un élément de cette sé-
quence (Y¥*V[H/N]V) correspond a
une séquence consensus qui, bien
que «dégénérée», n’en fixe pas
moins les motifs SH2 avec une affini-
té comparable a celle escomptée de
la part d’'un motif plus canonique.
Des récepteurs homologues de Met
(par exemple Sea) possédent eux
aussi cette séquence dont la conserva-
tion laisse supposer que tous les

membres de la famille des récepteurs
du HGF-SF, utilisent un site multi-
fonctionnel commun pour la trans-
mission des signaux [25].

Des expériences réalisées dans le
laboratoire de P. Comoglio, sugge-
rent que les signaux transmis par le
complexe HGF-SF/Met sont suscep-
tibles d’emprunter deux voies: une
voie «mitogene » en activant la MAP-
2 kinase (mitogen-activated protein kina-
se) (ERK-2) (extracellularly regulated
kinase-2) et une (ou deux) voie(s)
«motogene(s) » en activant la phos-
photidyl inositol Pt Ins 3K et des fac-
teurs contenant des motifs SH incon-
nus (Shc) (figure 5) [10, 22, 24-26].
Dans le cas de la voie mitogene, c-
Met se lie au complexe Grb-2/Sos
qui active Ras en favorisant considé-
rablement la fixation de GTP sur cet-
te molécule (m/s n°10, vol. 8, p. 1097)
[36]. L’activité de Ras s’exercera
alors sur MAP déclenchant des
phosphorylations en cascade qui,
lorsqu’elles atteindront leurs pro-
téines cibles nucléaires, entraineront
une augmentation de l'activité mito-
tique. Ainsi, il a été observé que la
MAP-2 kinase était activée dans les
kératinocytes et les mélanocytes
humains stimulés par le HGF-SF [10,
37, 38].

L’activité motogene du complexe
HGF-SF/Met passerait par 1’associa-
tion de la protéine Met a la sous-uni-
té PI-3 de 85 kDA (figure5) [10, 22].
Les produits résultant de cette asso-
ciation sont soupconnés ne pas avoir
exclusivement des effets motogeénes,
car on les retrouve en grande quanti-
té dans des cellules en prolifération
[10]. Cependant, les cellules de rein
de chien MDCKS qui ne voient pas
leur prolifération stimulée par le
HGF-SF, mais seulement leur activité
«dispersante », accumulent beau-
coup de produits Met/p85 PI3K, tan-
dis que la MAP-2 kinase est peu ou
pas phosphorylée [10].

Les conclusions que I'on peut tirer
de ces observations ne sont pas défi-
nitives et d’autres voies de transmis-
sion pourraient se révéler impor-
tantes dans I’avenir. Ainsi, d’apres
un travail récent, le HGF-SF active-
rait la phospholipase C stimulant la
voie de l'inositol 1,4,5-triphosphate
et du diacylglycérol [39]. L’apparen-
te multiplicité des voies utilisées
pour transmettre les signaux émis
par le complexe HGF-SF/Met rend

compte du caractere pléiotropique
de ses effets. Le choix des voies utili-
sées dépendrait du systeme cellulaire
cible, du ligand et/ou d’autres para-
meétres [39]. L’identification précise
des différents composants molécu-
laires impliqués dans la transmission
par le récepteur c-Met du signal émis
par le HGF-SF, devrait permettre de
mieux comprendre les mécanismes
régissant les réponses spécifiques
données par les divers types cellu-
laires.

Les tyrosines codées par I'oncogene
TPR-MET, homologues des codons
tyrosines Y¥ o5, et Y* o5, de c-MET et
qui sont situées dans le domaine ki-
nase de la protéine, doivent étre
phosphorylées pour que cette dernie-
re exprime son activité catalytique et
transformante [40]. Cependant, ’on-
cogene TPR-MET ne perd complete-
ment le pouvoir de transformer les
cellules 3T3 de souris, que lorsque
les codons tyrosines de l'extrémité
carboxy-terminale qui correspondent
aux codons tyrosines Y* 5,0 et Y¥ 45
de c-MET sont simultanément mu-
tées ou subissent une délétion. Des
deux, c’est Y¥* 554 qui semble contri-
buer le plus au processus de transfor-
mation [40].

Quelques molécules
analogues a c-Met

Des molécules ont été décrites qui
présentent une identité plus ou
moins forte, mais indéniable avec c-
MET. Ainsi, un oncogéne isolé du ré-
trovirus S13 de [D’érythroblastose
aviaire, code pour une protéine dont
la séquence du domaine catalytique
est identique a 72% a celle du do-
maine correspondant de c-MET. Les
autres domaines présentent toutefois
des similitudes beaucoup plus faibles.
La caractérisation de cet oncogene
viral nommé v-sea (sarcoma erythroblas-
losis and anemia), a permis de cloner
son homologue cellulaire (c-sea)
dans le poulet, lequel code lui aussi
pour un récepteur TK [41]. Ronsin
et al. [42] ont isolé de leur coté un
autre gene de récepteur PTK humain
qu’ils ont appelé RON et qui présen-
te une analogie tres forte avec c-MET
et, dans une moindre mesure, avec c-
sea aviaire. Son ligand (MSP: macro-
phage stimulating protein), vient d’étre
identifié. Il montre, pour sa part, une
grande analogie structurale avec le
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Figure 5. Etat actuel des connaissances portant sur la transmission dans les
voies mitogénes et motogénes des signaux émis par le produit du géne c-
MET quand il est stimulé par son ligand HGF-SF. Les signaux transmis em-
prunteraient deux voies: une voie dite mitogéne, voie classique passant par
Grb-2/Sos (motifs SH2 et SH3), Ras et la MAPkinase 2, et une voie dite mo-
togéne, passant par une activation de la phosphatidyl inositol 3-kinase (Pt Ins
3K) et/ou de facteurs aux motifs SH encore inconnus (Shc). La protéine p85
est la sous-unité régulatrice de la Pt Ins 3K.

HGF. Toutefois, les deux ligands
n’ont pas d’effet croisé sur leurs ré-
cepteurs respectifs. Pour I'instant, il
semble que les deux complexes li-
gands-récepteurs soient impliqués
dans des interactions entre systémes
cellulaires distincts [43].

Un motif Y-hydrophobe-X-hydro-
phobe-(X);-Y-hydrophobe-N-hydro-
phobe, est conservé dans Sea et Ron
et des phosphopeptides dérivés de
ces deux molécules bloquent la liai-
son des domaines SH, de la PI-3K, la
PLCy et pp60°°, aux phosphotyro-
sines 1349 et 1356 de Met [41, 42].
La phosphorylation de ces deux tyro-
sines entrainée par la fixation du
ligand, pourrait constituer le princi-
pal signal transductionnel de tous les
membres de la famille Met, et ce
phénomene aurait lieu dans un
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domaine commun a tous ces récep-
teurs.

Intérét du complexe
HGF-SF/Met en clinique

Nos connaissances actuelles touchant
le complexe HGF-SF/Met sont par
trop incompletes pour que I'on puis-
se mesurer précisément I'importance
des retombées qu’elles sont suscep-
tibles d’avoir en clinique. Toutefois,
elles fournissent déja quelques indi-
cations intéressantes en faveur d’ap-
plications possibles en matiere de
diagnostic, de pronostic, voire de thé-
rapeutique.

L’expression du ligand et de son
récepteur dans différents organes au
cours du développement, mais aussi
a I’age adulte [44-48], ouvre le

champ a un large spectre d’applica-
tions possibles. Ainsi, les études por-
tant sur les interactions entre le HGF-
SF et c-Met dans le foie soumis a des
agressions de nature physique ou chi-
mique, suggerent que le complexe
participe activement a la régénéra-
tion hépatique. En effet, au cours de
ce processus on a constaté que la pro-
duction du HGF-SF était induite, ce
qui se traduisait par I’élévation de sa
concentration plasmatique [45].
L’administration systématique de
HGF-SF aux animaux ayant subi les
effets d’agents hépatotoxiques stimu-
le la prolifération de leurs hépato-
cytes et diminue I’étendue des
lésions [47]. 11 a été montré égale-
ment que la concentration de HGF-
SF circulant constitue un élément de
pronostic péjoratif a considérer dans
les hépatites aigués [48]. Le HGF-SF
pourrait aussi contribuer a la recons-
titution tissulaire d’autres organes
tels que le rein [49, 50]. Comme
pour le foie, il a été observé que la
production de HGF-SF était induite
pendant la prolifération compensa-
trice que l'on observe aprés une
néphrectomie unilatérale ou une
insuffisance rénale aigué [50].

D’autres publications traitent de I'im-
pact que le complexe HGF-SF/Met est
susceptible d’avoir au cours de la car-
cinogenese. On sait que c-MET est sur-
exprimé dans des carcinomes du pou-
mon, du pancréas, de la thyroide, du
colon, de I'estomac et aussi dans des
glioblastomes [51-55]. Environ 50 %
des carcinomes papillaires de la thyroi-
de présentent une surexpression de c-
MET, a laquelle est associé un pronos-
tic défavorable (Suarez et al., résultats
non publiés). Cependant TPR-MET, la
forme oncogénique réarrangée de c-
MET n’a jamais été identifiée a ce jour
de facon probante dans des tumeurs
humaines ou animales.

Les effets mitogenes du HGF-SF, sa
capacité de stimuler la motilité des
cellules et leur dispersion, suggerent
que son interaction avec c-Met pour-
rait contribuer a la formation de mé-
tastases au moins dans le cas de cer-
taines tumeurs d’origine épithéliale.
La détection du HGF-SF dans les
épanchements pleuraux provoqués
par le développement de tumeurs
métastasiantes d’origine pulmonaire,
mésothéliale ou mammaire, plaide
en faveur de cette hypothése [52].
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I Perspectives

Les interactions possibles du HGF-SF
et de son récepteur c-Met peuvent
étre modulées a tous les stades, de-
puis le niveau d’expression propre a
chacun des deux génes, jusqu’aux
maturations variées subies par leurs
produits respectifs apres traduction,
en passant par ’épissage différentiel
des ARNm transcrits. Il y a I1a, matie-
re a un large éventail de régulations
possibles (et de dysfonctionne-
ments), dont I'activation constitutive
du récepteur — ou au contraire son
inhibition — par des isoformes anta-
gonistes dérivées de l'un ou de
lautre géne ne représentent que les
aspects les plus extrémes.

Sur le plan fondamental une bonne
connaissance de ces régulations
parait essentielle pour mieux discer-
ner le role joué par le HGF-SF dans
les relations qu’établissent les épithé-
liums avec leurs mésenchymes au
cours du développement embryon-
naire, de la différenciation et de la
régénération tissulaire, enfin de la
progression des cancers d’origine
épithéliale, cancers les plus fréquem-
ment rencontrés en pathologie
humaine.

En clinique humaine et plus particu-
lierement en cancérologie, les pers-
pectives d’applications — autres que
diagnostiques — de ce que nous
savons de l'interaction du HGF-SF
avec c-Met paraissent encore bien
incertaines. Pourtant, il existe déja
quelques indications encourageantes.
Ainsi, la suramine, inhibiteur non
spécifique du complexe HGF-SF/c-
Met, peut induire la réversion vers un
phénotype normal de kératinocytes
humains anormalement différenciés
[56]. D’autre part, le HGF-SF exerce
un effet cytotoxique trés net sur des
cellules tumorales cultivées in vitro.
Cela permet d’envisager la recherche
d’un effet analogue in vivo sur des
tumeurs issues du méme type cellu-
laire m
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Summary

The hepatocyte growth factor HGF-SF and its receptor c-Met: biological

functions and oncogenic activation

The c-MET proto-oncogene encodes
the transmembrane tyrosine kinase
receptor for the hepatocyte growth
factor-scatter factor (HGF-SF). This
gene is widely expressed in adult
and embryonic tissues as well as in
many primary cell cultures and
continuous cell lines, mostly of epi-
thelial origin. The HGF-SF, a grow-
th factor of mesenchymatous origin,
was first considered as a mitogen for
hepatocytes and a scatter factor for
epithelial cells in culture. Actually,
through the c-Met receptor signal
transduction pathway, the HGF-SF
interacts with a variety of epithelial
or endothelial cells promoting such
pleitropic effects as: stimulation or
inhibition of cell proliferation, che-
motaxis, chemokinesis, invasiveness
and capillary-like tubulogenesis in
vitro, endothelial cell migration
in vivo, developmental as well as
tumoral angiogenesis. The c-
Met/HGF-SF complex is also
capable of mediating mesenchymal
to epithelial cell transition. The sti-
mulation of c-Met by HGF-SF acti-
vates several intracellular signalling
cascades: a “mitogenic” one inclu-
ding MAP2 kinase and one or two
others with “motogenic” effects
comprising (PI)-3-kinase and still
unknown SH factors (Shc). The
oncogenic activation of ¢-MET can
be achieved through different

mechanisms. Indeed, this gene was
originally identified as an oncogene
(TPR-MET) in transfected NIH-3T3
cells. In this case the activation was
the consequence of a chromosomal
rearrangement which substituted
for the extracellular and transmem-
brane domains of MET, the N-ter-
minal region of an unrelated gene
denominated TPR (for translocated
promoter region). Only two
examples of a MET proto-oncogene
activated by rearrangement have
been reported until now, in two dif-
ferent human cell lines transformed
in vitro after treatment by N-methyl-
N’-nitro-N-nitrosoguanidine
(MNNG). In naturally occurring
tumors and ¢n vitro cultivated can-
cer cells, the c-MET proto-oncogene
has been frequently found ampli-
fied and/or overexpressed. Trans-
fection of a foreign c-MET gene can
also lead NIH-3T3 cells to transfor-
mation by creating an autocrine
loop involving ectopic met expres-
sion and endogenous murine HGF-
SF production. Finally, sponta-
neously transformed NIH-3T3 cells
often exhibit an endogenous c-met
amplification and overexpression.
The pleiotropic activity of the
c-Met/HGF-SF complex, may result
in different preventive and thera-
peutic applications.
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