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Résumé

L’élongation épithéliale joue un rble prépondérant au cours du développement. Ce processus
morphogénétique peut étre décrit schématiquement par trois paramétres : le signal permettant
d’orienter I'élongation, la force capable de générer le mouvement et le comportement cellulaire
associé. Le follicule ovarien de drosophile, initialement rond s’allonge au cours de son
développement résultant en un ceuf 2.5 fois plus long que large. J’ai mis en évidence que les
follicules traversent au moins trois phases d’élongation successives et je me suis focalisé sur la phase
précoce dont les parametres étaient inconnus. J'ai déterminé que le signal venait d’'un groupe de
cellules situées aux poles par la sécrétion du ligand de la voie Jak-Stat puis de I'activation consécutive
de cette voie selon un gradient depuis les podles. La force est apportée par un gradient de pulsations
apicales des cellules dépendantes de la voie Jak-Stat générant des forces de traction aux extrémités
des follicules. L'élongation est stabilisée par des intercalations cellulaires orientées selon I'axe
d’élongation et par un gradient de constriction apicale des cellules. Ces données permettent de
proposer un mécanisme ou un gradient d’activité d’un facteur de transcription induit une élongation

épithéliale indépendamment d’une polarité planaire.

Mots clefs : Drosophile, morphogenese, développement, biologie cellulaire

Summary

Tissue elongation plays a key role during development. Schematically, this morphogenetic process
can be described by three main parameters: the cue orienting the elongation, the movement
generating force and the associated cellular behavior. The Drosophila ovarian follicle, initially
spherical, elongates as it develops, ending as a 2.5 time longer than wide mature egg. | found that
follicles elongate through at least three consecutive phases and | aimed to determine the parameters
of the early phase. The signal comes from a cluster of cells located at each pole of the follicle
secreting the Jak-Stat pathway ligand and the subsequent activation of the pathway as a gradient
from the poles. A pulling force is generated by the Jak-Stat dependent apical pulsations of the cells
following the same gradient. The elongation is stabilized by oriented cell intercalations along the
elongation axis and a gradient of apical constriction. Our data allow proposing a mechanism where a
gradient of transcription factor activity can lead to epithelial elongation without any planar polarity

requirement.
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Le développement animal repose sur des mécanismes conservés au cours de I'évolution. Tous
présentent les mémes axes de développement, antéro-postérieur (AP), dorso-ventral (DV), proximo-
distal. La régulation de la taille passe par les mémes voies de signalisation, et méme si le nombre
d’acteurs augmente avec la complexité de I'organisme, les voies restent les mémes. La
différenciation des cellules requiert également des signaux communs et surtout les mécanismes
morphogénétiques permettant de faconner les tissus sont conservés partout ou ils ont été
recherchés. L'illustration la plus connue de cette conservation entre especes est la similarité
morphologique entre les embryons de différents vertébrés. Il est donc particulierement intéressant
de comprendre les processus fondamentaux controlant la morphogenese, a la fois a I'échelle
tissulaire, cellulaire et moléculaire. S'il peut apparaitre que les bases génétiques du développement
sont entierement responsables de la conservation de ces mécanismes, la physique et
I’environnement jouent également un réle primordial dans la formation des organismes. La forme
des organes est influencée par des contraintes mécaniques autant que par des patrons
génétiquement préétablis. Méme si la question de I'influence de la physique sur la croissance et la
morphogenese a été évoquée depuis trés longtemps (D’arcy Thompson, 1917, Hertwig, début 1900,
Turing, 1952), les outils permettant de vérifier les prédictions des modeéles théoriques sont de plus en

plus nombreux et le lien entre génétique et physique se renforce d’année en année.

Afin de former un organisme fonctionnel les processus développementaux doivent étre finement
régulés. En particulier la définition des axes de développement est une premiere étape critique. Par
la suite la coordination de la croissance, de la différenciation et de la morphogenese est
indispensable. Un des moyens les plus répandu pour achever cette coordination est la production de
gradients de morphogenes. Les ligands sécrétés par un groupe de cellules pourront avoir une activité
de facteur de croissance ou de facteur de différenciation, ils pourront permettre de modifier la forme
d’un tissu et de transmettre une information positionnelle. Ses effets peuvent étre différents en

fonction de la quantité de ligands présents, donc de la distance a laquelle ils agissent.






La forme d’un tissu repose sur deux parametres de base : la forme des cellules qui le composent et
I’organisation des cellules entre elles. La forme des cellules est essentiellement liée a leur fonction et
nécessite généralement d’étre conservée mais elle pourra étre modulée dans une certaine mesure
pour permettre la morphogenese d’un tissu. L’organisation des cellules entre elles est le deuxieme
parametre clef dans la description de la forme des tissus. Les muscles par exemple, sont constitués
de nombreuses cellules, généralement allongées et fortement liées entre elles afin de générer une
force importante et coordonnée a I'échelle du tissu. Cette liaison est particulierement importante
dans la morphogenese des épithéliums, qui doivent en permanence garantir une forte cohésion

entre les cellules qui les composent.

|- Epithélium

A- Fonction des épithéliums

Les épithéliums sont retrouvés chez tous les métazoaires et sont souvent les premiers tissus a se
différencier, par exemple le trophoblaste des mammiferes apparait au stade blastocyste et
I’épithélium blastodermique est a I'origine de tous les futurs tissus chez la drosophile (Cereijido et al.,
2004; Le Bivic, 2013; Leys et al., 2009). Les épithéliums servent de barriéres contrdlant les échanges
entre le milieu extérieur et intérieur, que ce soit au niveau de |’épiderme ou au niveau de
I’épithélium pulmonaire ou intestinal. Ce réle de barriére est également retrouvé dans la lumiére des
vaisseaux et capillaires sanguins ou a la surface des organes internes. Cette fonction repose sur la
cohésion du tissu, celle-ci s’établissant a travers différents types de jonctions cellulaires. Le contréle
des échanges se fait grace au trafic cellulaire orienté nécessaire a la régulation de I'absorption et la

sécrétion.
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Figure 1: Schéma représentant les différents acteurs de la polarité apico-basale chez la drosophile

Les cellules épithéliales sont divisées en trois domaines corticaux : le basal (bleu), le latéral (vert) et
I’apical (rose). Au niveau basal, les complexes intégrines (a-int/B-int) et Dys/Dg assurent un lien entre
I'actomyosine basale et la matrice extracellulaire (noir). Le domaine latéral est composé des deux
complexes Scrib/Dlg/Lgl et Yrt/Cora/Nrx-IV/NaKATPase et de la protéine Par-1. Le domaine apical est
défini par les complexes Cdc42/Par-6/aPKC/Baz et Crb/Lin-7/Sdt/Patj. A la frontiére entre le domaine
apical et latéral les jonctions d’adhérence composées de B-cat/a-cat/E-cad contactent le
cytosquelette d’actomyosine subapicale. Au niveau extracellulaire, la protéine E-cad établit des
interactions homophiliques avec d’autres protéines E-cad provenant de la cellule voisine.




Box 1 : La polarité apico-basale

Une des principales caractéristiques de la cellule épithéliale est sa polarité apico-basale. Cette
polarité est définie par I'acquisition de trois domaines corticaux exclusifs, le domaine basal, le
latéral et I'apical. Ces domaines se visualisent par une répartition asymétrique des protéines
perpendiculairement au plan de I'épithélium. Le domaine basal est défini par le contact avec la
lame basale et est généralement le premier domaine établi. Chez la drosophile, deux complexes
protéiques majeurs sont retrouvés en basal, le complexe intégrine et le complexe
Dystrophine/Dystroglycan. En latéral, on retrouve les complexes Scrib/Dlg/Lgl et
Yrt/Cora/Nrx-1V/NaKATPase et la protéine Par-1. Le complexe Crumbs/Stardust/Patj permet
de définir le domaine apical et établit des interactions complexes avec les autres protéines
apicales principales que sont aPKC, Par6, CDC42 et Bazooka (Figure 1). A la frontiere entre
I'apical et le latéral les jonctions d’adhérence sont retrouvées et seront décrites dans la Box 4.
La polarité apico-basale est indispensable pour de nombreux processus, notamment pour la
morphogenese et I'intégrité de I'épithélium, pour la régulation de la croissance ou du transport
vésiculaire (Bergstralh and Johnston, 2012; Tepass, 2012).

La classification des épithéliums se fait grace a deux parametres, le nombre de couches de cellules
qui les compose et la morphologie des cellules. Les épithéliums simples sont composés d’une seule
couche de cellules et les épithéliums stratifiés sont composés de plusieurs couches. Les épithéliums
pseudostratifiés sont composés d’une seule couche mais toutes les cellules n’atteignent pas la
surface apicale. Les cellules peuvent étre soit squameuses ou pavimenteuses, quand elles sont plus
larges que hautes, cuboides, d’'une largeur égale a la hauteur, en colonnes ou pavimenteuses si elles
sont plus hautes que larges. La morphologie des cellules refléte la fonction de I'épithélium qu’elles
composent. Les épithéliums simples pavimenteux remplissent des fonctions de filtration et de
diffusion rapide, un exemple est retrouvé au niveau du poumon. Les glandes et tubes rénaux sont
composés d’épithéliums simples cuboides assurant I'absorption et I'excrétion. Les épithéliums
prismatiques ont un réle d’absorption et de sécrétion important, la face interne du tube digestif a
partir de I'estomac est composée de cellules prismatiques. La forme des cellules est essentiellement
liée a leur fonction, un exemple évident provient de la forme tres fine des cellules pulmonaires en
contact avec la circulation. Cette finesse permet de faciliter les échanges gazeux avec les hématies.
Ces derniers représentent un bon exemple de la nécessité pour une cellule de maintenir une forme

correcte afin de remplir pleinement sa fonction.




Tableau 1: Exemples de tissus dont les mécanismes d’élongation ont été étudié

Pour chaque exemple le signal, I'origine de la force et le comportement cellulaire associé a
I’élongation sont indiqués lorsqu’ils sont connus.

poisson zebre

. . ' Comportements ' .
Tissu Signal Force P . Références
cellulaires
Force intrinséque liée a la
. isati i Paré et al, 2014.
Bandelette germinative POIanS?tlon planaire de Elongation ,
. myosine Il. Force de ) Collinet et al,2015
de I'embryon de Toll2/Toll8 i , cellulaire, . ,
q hil traction exercée par intercalation. OCD Silva et Vincent,
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moyen
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Au cours du développement, les épithéliums sont le lieu de différents processus morphogénétiques
nécessitant a la fois des réorganisations et des changements de forme des cellules (Lecuit and Le
Goff, 2007). La morphogenese épithéliale comprend différents processus tels que l'invagination
apicale ou la tubulogenese. Parmi ce répertoire, I'élongation tissulaire occupe une place essentielle

(zallen and Blankenship, 2008).

B- Elongation épithéliale

La plupart des animaux présentent des tissus allongés selon I'axe antéro-postérieur. Ainsi pour
comprendre comment se développent les organismes il est indispensable de comprendre les
mécanismes d’élongation tissulaire. Depuis la gastrulation des vertébrés en passant par la formation
des membres ou des organes internes, I'élongation a été largement étudiée, notamment au cours de
la tubulogenese. Ceci a permis d’obtenir une vue schématique comportant trois parameétres
apportant une représentation intégrée des mécanismes d’élongation. Tous les tissus requierent une
information spatiale définissant I'axe d’élongation, ceci représente donc le signal. Le changement de
forme du tissu nécessite une force mécanique, pouvant émaner du tissu lui-méme, ou bien
provenant de son environnement. Enfin, les cellules composant le tissu ne peuvent pas restées
statiques au cours de I'élongation du tissu et doivent, par conséquent, soit réagir a la force, soit étre
actrices de cette force en adoptant un comportement spécifique. De nombreux tissus s’allongeant
ont été étudiés, mais 'obtention d’une vision intégrée de ces trois parametres reste aujourd’hui
encore un défi conséquent. Le tableau 1 présente un certain nombre d’exemples de tissus étudiés,
ainsi que les différents parameétres déterminés pour chacun. Ce tableau ne présente pas une liste
exhaustive de tous les tissus étudiés, ni de tous les mécanismes proposés, mais expose les modeles

les plus connus ou des modeles originaux détaillés par la suite.
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Figure 2: lllustration de la polarité planaire

A/ Deux complexes se font face, d’un c6té de la cellule Frizzled (Fz), Flamingo (Fmi), Dishevelled (Dsh),
Diego (Dgo), contactent en extracellulaire un complexe composé de Prikkle (Pk), Van gogh (Vang), Fmi.
Les deux complexes s’excluent mutuellement en intracellulaire résultant en leur polarisation planaire.
Ces complexes peuvent réguler I'actine. La protéine Furrowed permet de stabiliser la liaison
hétérophilique entre les deux complexes. B/ La génération d’un clone mutant pour Pk (visible par
I'absence de signal) dans I'aile pupale de la drosophile permet de déterminer sa polarité planaire. Un
marquage contre Pk révele sa présence au niveau proximal (fleche bleue) mais pas au niveau distal
(fleche rose) dans les cellules voisines du clone (points jaunes). C-D/ Comparaison de |'orientation des
soies des ailes de drosophiles contréles (C) ou mutantes pour le gene Fz (D). Les soies des ailes
mutantes ne sont plus orientées le long de I'axe proximo-distal. Extraits de Tree et al, 2002, Yang et
Mlodzik, 2015 et Chen et al, 2008




1- Définir I'axe d’élongation

Box 2 : La polarité planaire

La pcp (planar cell polarity) désigne la polarisation planaire d’un tissu, c’est-a-dire I'asymétrie
de répartition de certaines protéines perpendiculairement a I'axe apico-basal (Figure 2).
Cette PCP passe essentiellement par deux voies, la voie dite canonique et la voie Fat/Dachsous
(Ft/Ds). La voie canonique est aussi connue sous le nom de voie Wnt/PCP ou voie Fz/Dsh. Il
est établi que cette voie est mise en place par l'activité de la voie Wnt/Wg indépendante de f3-
caténine. Cette voie est composée de six protéines clefs : Frizzled (Fz), Dishevelled (dsh), Vang
Gogh (Vang), Flamingo (Fmi), Prickle (Pk), Diego (Dgo). Ces protéines forment deux
complexes répartis de part et d’autre des cellules avec d'un coté Fz-Dsh-Dgo-Fmi et de I'autre
Pk-Vang-Fmi. Ces complexes s’auto-inhibent au sein d’'une cellule mais forment des liaisons
hétérophiliques d’une cellule a I'autre. La voie Ft/Ds présente des caractéristiques légerement
différentes mais ne sera pas détaillée dans ce manuscrit (Hale and Strutt, 2015; Yang and
Mlodzik, 2015).

La premiere étape de I'élongation d’un tissu est la définition de I'axe d’élongation, donc de
I'information directionnelle contrélant les changements de formes sous-jacents. Dans la majorité des
cas étudiés ce signal est retrouvé sous la forme d’un gradient de sécrétion d’'un morphogene. C'est le
cas, entre autres, des facteurs Wnt5a et Wntl11, retrouvés chez de nombreux vertébrés et controlant
I'orientation de la polarité planaire selon la voie Wnt-pcp (Box 2) au cours de I'élongation de la
plaque neurale ou de I'axe AP de I'embryon, mais également |’élongation de certains tubes, tel que
I'intestin ou les tubules rénaux (Andreeva et al., 2014; Bakker et al., 2012; Carroll and Yu, 2012;
Yamashita et al., 2002). Dans ces exemples, I'interprétation de I'information positionnelle se visualise
par la mise en place de la voie de pcp Fz/Dsh. Cependant méme si de trés nombreuses études se sont
penchées sur le réle et la régulation de la voie Wnt/pcp, la question de savoir comment le gradient
de Wnt polarise les protéines de la pcp reste débattue. D’autres voies de signalisation ont été
impliquées dans I’élongation tissulaire, c’est le cas de la voie Jak-Stat et de la voie EGFR
respectivement dans l'intestin et les trachées de drosophile (Johansen et al., 2003; Saxena et
al.,2014). Dans le cas de la voie Jak-Stat, aucune polarité planaire n’a été décrite en aval du gradient
d’activation du facteur de transcription Stat, la question se pose donc sur le mécanisme transmettant
I'information spatiale. Dans le cas de I’élongation des trachées de la drosophile, un gradient d’un

ligand de la voie EGFR est responsable de I'activation périodique de myosine Il de maniéere planaire



Figure 3: Polarisation planaire de Bazooka et myosine Il lors de I’extension de la bandelette
germinative de I’embryon de drosophile.

Bazooka (vert) est enrichi dans les contacts cellulaires paralleles a I'axe AP, la myosine Il (rouge) est
enrichie dans les contacts perpendiculaires a cet axe. Extrait de Blankenship et al., 2006.
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Figure 4: Profil d’expression des protéines Toll-2,Toll-6, Toll-8 dans I’embryon de drosophile

Les protéines Toll-2 (a et d), Toll-6 (b et e) et Toll-8 (c et f) sont exprimées selon des bandes
successives aux stades 7 et 8. Ce profil est déterminé par les génes eve et runt (g,h,i et j,k,l). Extrait de
Paré et al, 2014




polarisée responsable de I'élongation. Cette localisation particuliere de I'activité de la myosine |l
indique que I'axe d’élongation est déterminé, mais une nouvelle fois le lien entre activation de la voie

EGFR et la polarité planaire de la myosine Il reste inconnu.

Il existe des exemples de tissus dans lesquels la polarité planaire ne provient pas directement d’un
gradient de morphogeéne. C'est le cas de I'embryon de drosophile qui nécessite, au cours de
I’extension de la bandelette germinative, la polarisation planaire exclusive de la myosine Il et de
Bazooka (Figure 3). Il était connu que la mise en place des segments était nécessaire a I'élongation
correcte de la bandelette germinative. Les facteurs de transcription Eve et Runt, participant a la
segmentation de I'embryon, contrélent également I'expression de récepteurs transmembranaires
Toll-2, Toll-6 et Toll-8 notamment. Ces protéines sont donc exprimées selon un modele complexe de
bandes se chevauchant partiellement, provoquant des interactions hétérophiliques entre les
différents récepteurs notamment Toll-2/Toll-8 et Toll-2/Toll-6. L’enrichissement en myosine Il sur les
contacts cellulaires perpendiculaires a I'axe AP correspond aux interfaces présentant ces interactions
hétérophiliques et la perte de Toll-6 et Toll-8 entraine une perte de la polarité planaire de I'embryon
(Bertet et al., 2004; Blankenship et al., 2006; Paré et al., 2014) (Figure 4). Le lien entre le profil

d’expression des récepteurs Toll et la polarisation de la myosine Il reste encore a déterminer.

Un autre tissu dans lequel I'interprétation du gradient de signalisation a été comprise est I'embryon
de poulet (Bénazéraf et al., 2010). Lors de I'élongation de la ligne primitive, un gradient de FGF8 est
sécrété par le mésoderme présomitique, situé en postérieur de I'embryon. Le gradient de FGF8 se
traduit directement par un gradient de mobilité cellulaire. En conséquence, il se forme un gradient
de densité cellulaire depuis I'antérieur vers le postérieur. Les cellules hautement mobiles se
déplacent dans toutes les directions, cependant la présence d’une plus forte densité de cellules en
antérieur favorise leur déplacement postérieur. Au niveau latéral les cellules sont également
contraintes par des cellules ne réagissant pas au gradient de FGF8. Ce modele a été comparé a un

gradient de température entrainant un gradient d’agitation moléculaire. Dans des conditions






similaires, les molécules forment également un gradient de densité et tendent a s’écarter de la
méme maniere que les cellules. Cependant ce modeéle concerne des cellules mésenchymateuses,

établissant peu de contacts les unes avec les autres rendant leur mobilité plus facile. Aussi, il semble

plus difficile a envisager avec des cellules épithéliales fortement adhérentes, mais permet d’illustrer
gu’un gradient de signal peut étre interprété sans mettre en place de polarité planaire. Il est
également intéressant de noter que ce méme ligand conduit a I’élongation simultanée des tubules
rénaux en agissant comme signal chimiotactique sur les cellules de la pointe du tube (Atsuta and

Takahashi, 2015). Un seul signal, ici le gradient de FGF8, peut donc étre interprété de différentes

facons dans deux tissus adjacents permettant leur élongation de maniére concomitante.

Il existe également des exemples de tissus ne nécessitant pas de signal particulier pour s’allonger,
I'information positionnelle provenant de forces générées par un tissu adjacent, cette force agissant

comme un signal pouvant réorienter notamment la polarité planaire du tissu (Aigouy et al., 2010).

2- Que la force soit avec toi

L’élongation d’un tissu nécessite des déformations importantes a la fois du tissu au cours de sa
morphogenese mais aussi éventuellement des tissus environnants. Ainsi des forces doivent étre
générées, pouvant étre de deux origines, non exclusives : intrinséques, propres au tissu en cours
d’élongation, ou extrinseques, c’est-a-dire générées par un ou plusieurs tissus adjacents. Au sein du
monde animal, la grande majorité des exemples de forces générées de maniére intrinseéque
proviennent de la polarisation planaire de la myosine Il et de son activation (Box 3). La force
intrinseque influence directement le comportement des cellules, aussi cette force sera détaillée dans
le chapitre suivant. Il existe de nombreux tissus dans lesquels la polarisation planaire de la myosine
découle de I'établissement de la voie PCP a la suite du signal Wnt, comme dans I"élongation de la
plague neural des vertébrés, de I'épithélium de l'oreille interne ou des tubules rénaux des

mammiféres (Andreeva et al., 2014; Carroll and Yu, 2012; Lee et al., 2012).



Figure 5: La myosine Il permet la contraction du cytosquelette d’actine

A/ Plusieurs hexameéres de myosine Il se lient entre eux (noir et vert) et lient deux filaments d’actine
(rouge). L'activité de la myosine Il permet le déplacement des filaments d’actine I'un par rapport a
I'autre. B/ La formation d’un réseau d’actomyosine entremélé permet une contraction importante.
Extrait de Kasza et Zallen, 2011
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Figure 6: L’aile pupale de drosophile est liée au niveau distal a la MEC par la protéine Dumpy
(A, A’, A”) Si le géne codant cette protéine est muté, I'aile ne s’allonge pas lors de la contraction de
I'articulation contrairement au contréle (B, B’, B”). D’apres Etournay et al, 2015




Box 3 : Le cytosquelette d’actomyosine, moteur de la tension corticale.

Le cytosquelette d’actine structure la cellule et sa régulation permet la morphogenése cellulaire
et tissulaire. L’actine filamenteuse (actine-F) peut s’assembler en longs faisceaux sous I'action de
formines, telles que Diaphanous (Dia) ou Enabled (Ena). L’actine peut aussi étre branchée,
formant des structures en Y, sous I'action des nucléateurs d’actine-F tels que le complexe Arp2/3
couplé aux complexes WASP ou SCAR. L’actine en faisceau est retrouvée principalement dans les
fibres de stress, dans les filopodes des cellules migratrices ou formant une ceinture apicale au
niveau des jonctions des cellules. L'actine branchée est retrouvée au niveau de petites
protrusions du type lamellipode de cellules en migration ou au niveau médial des cellules pour
la contractilité apicale (Lecuit et al., 2011). L’autre acteur majeur de la contractilité est la protéine
motrice myosine II. Cette protéine hexameérique est composée de deux chaines lourdes (codées
par le géne Zipper, Zip chez la drosophile), deux chaines légeres essentielles et deux chaines
légeres régulatrices (Spaghetti Squash, Sqh). Plusieurs hexameéres se lient entre eux puis lient
deux filaments d’actine. L’activation de la myosine II par phosphorylation de sqgh permet son
déplacement le long de l'actine, entrainant la contraction du cytosquelette (Figure 5).
L’assemblage de l'actine passe par l'activité des petites GTPases que sont Rho, Rac et CDC42,
'activation de la myosine Il passe principalement par I'activation de Rho puis Rho-kinase (rok).
L’activité de la myosine Il au cours de la morphogenese tissulaire est particulierement
importante dans la migration cellulaire mais aussi pour les pulsations apicales requises pour
I'invagination des tissus (Martin et al., 2008).

Si la mise en place d’'une forme de polarité planaire est souvent un prérequis a I'application d’une
force, elle peut aussi découler de l'application de la force, agissant alors comme le signal de
polarisation (Aigouy et al., 2010). L’aile pupale de la drosophile est composée de deux parties, 'une
donnant l'articulation de I'aile adulte, I'autre formant |'aile a proprement parlé. Au cours de la
métamorphose, I'aile subit un fort allongement le long de son axe proximo-distal. Cette élongation
est concomitante a la repolarisation des acteurs de la PCP classique (Fz, Dsh, Diego...), suggérant que
cette PCP soit directrice de I’élongation (Figure 2B). Cependant il a été montré que la contraction de
I"articulation de I'aile exerce une force de traction réorientant la PCP de I'aile. Au niveau distal, I'aile
est liée a la matrice extracellulaire par la protéine Dumpy (Etournay et al., 2015). Lorsque cet ancrage
est supprimé, soit génétiquement, soit par ablation laser, la contraction de I'articulation tire I'aile
mais ne la déforme pas, conduisant a une malformation de I'aile adulte (Figure 6). La polarisation
planaire de la PCP classique est nécessaire a |'orientation des soies de I'aile, ainsi dans ce cas, la
contraction de I'articulation joue a la fois le réle de force dans I'’élongation de I'aile et de signal pour

la polarisation planaire des soies.




Figure 7: Formation et élongation des trachées de drosophile
A/ Le signal FGF (points bleus) est recu par les cellules épithéliales. B/ Les cellules situées le plus
proche de la source de FGF projettent des filopodes et (C) migrent progressivement dans sa direction,
(D) allongeant le tube. E/ Image de microscopie confocale montrant les deux cellules de I'extremité
projetant de nombreux filopodes. D’aprés Affolter et al, 2003




Dans le cas de I'extension de la bandelette germinative, la myosine Il est planaire polarisée et la force
gu’elle génere de maniere intrinseque est nécessaire a I'élongation du tissu, cependant il a
récemment été montré qu’une force de traction, extrinseque, générée par linvagination de
I'intestin, était également requise pour expliquer la totalité de I'extension de la bandelette
germinative (Collinet et al., 2015; Lye et al., 2015). D’autres exemples indiquent que ce genre de
phénoméne joue un rdéle important au cours du développement. L'épibolie chez le poisson zébre est
I'une des premieres étapes de la gastrulation durant laquelle les cellules EVL (Enveloping Cell Layer)
vont recouvrir I'embryon au détriment des cellules YSL (Yolk Syncitial Layer). L’extension de la couche
de cellules EVL nécessite la force de traction exercée par la contraction du cytosquelette
d’actomyosine dans les cellules YSL situées en bordure de I'EVL. L’élongation de I'épiderme de
C.elegans requiert I'action combinée du cytosquelette d’actomyosine intrinseque et de la contraction

des muscles liés a I'épiderme jouant le réle de forces extrinseques (Zhang et al., 2011).

Une autre force permettant I'élongation des tissus réside dans la traction de cellules situées a
I'extrémité des tubules rénaux de 'embryon de poulet ou des trachées de drosophiles. Ces cellules
ayant des propriétés de cellules mésenchymateuses, notamment par leur forte capacité migratoire,
sont liées aux cellules proximales et exercent une force importante sur I'ensemble du tube en
migrant en direction du signal chimiotactique (Figure 7). Dans ce cas, la force peut étre considérée
comme intrinseéque au tube, ou extrinséque et provenant d’une petite sous-population de cellules

composant le tissu (Atsuta and Takahashi, 2015; Caussinus et al., 2008).

3- Comportement cellulaire

L’application d’'une force permettant de déformer un tissu provoquera des réactions au niveau des
cellules, qui doivent relacher les tensions exercées par la force. Pour s’Taccommoder a ces tensions,
les cellules peuvent adopter différents comportements, généralement dictés par I'origine de la force,
sa magnitude, si elle est continue ou pulsatile, sa durée (quelques minutes ou plusieurs heures) et

surtout par la nature du tissu sur lequel elle s’applique. Si la force est intrinséque au tissu, le(s)






comportement(s) cellulaire(s) associé(s) pourra(ont) étre vu(s) comme acteur(s) de I’élongation. En

revanche si la force provient d’un tissu extrinseque, ils seront percus comme une conséquence. La

réaction des cellules a I'application d’une force permet également de stabiliser la forme d’un tissu, lui
conférant une plasticité nécessaire a la morphogenese. Concernant les épithéliums, le nombre de
comportements cellulaires décrits est relativement limité, mais ces comportements ne sont pas
exclusifs, permettant tout de méme de nombreuses combinaisons : les cellules peuvent simplement
s’allonger toutes selon le méme axe, elles peuvent aussi orienter leur fuseau mitotique au cours de la
division le long de I'axe d’élongation, ou bien se réarranger, c’est-a-dire changer de voisines en se

déplagcant respectivement les unes par rapport aux autres. D’autres comportements cellulaires ont

été décrits et seront évoqués en fin de chapitre.

a) Elongation cellulaire

Ce comportement cellulaire est probablement le plus intuitif pour allonger un tissu, il est
essentiellement associé a des forces extrinseques et semble étre la réaction la plus rapide de la part
des cellules. Cependant ce comportement n’est pas le plus stable énergétiquement et peut donc étre
percu comme la réponse élastique du tissu. Ainsi, I'élongation cellulaire a majoritairement été
décrite en association avec I'intercalation cellulaire et/ou les divisions cellulaires orientées. Dans le
cas de l'aile pupale de drosophile, les trois comportements cellulaires ont été observés, mais le
timing d’exécution de ces comportements est intéressant: dans un premier temps, les cellules
s’allongent et se divisent de maniére orientée, dans un deuxiéme temps les divisions continuent et
les cellules se réarrangent, mais ne s’allongent plus, reflétant probablement le fait que I’élongation
cellulaire est une réponse rapide (Aigouy et al., 2010). L'extension de la bandelette germinative de
I’embryon de drosophile procure un modele analogue, dans ce tissu il a clairement été identifié que
des forces extrinséques et intrinséques rentraient en jeu. Il a récemment été décrit que I'invagination
de l'intestin tire sur les cellules adjacentes, résultant en un gradient d’élongation cellulaire depuis le

postérieur vers I'antérieur. Il est également connu que l'intercalation cellulaire joue un role majeur
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Figure 8: Elongation des cellules épidermales de ’embryon de C.elegans

A,B,C/ Images en lumiére transmise d’embryons de C.elegans au cours de I'élongation. D,E,F/ Images
montrant la forme des cellules s’allongeant au cours du temps. G,H/ Schéma représentant les cellules
encadrées en D et E. I/ Image des filaments d’actine entourant 'embryon. Extrait de Chisholm et
Hardin, 2005




dans I’élongation de ce tissu en étant principalement due a une force intrinseque (Collinet et al.,
2015; Lye et al., 2015). L’élongation cellulaire semble étre une réponse plus rapide, en effet le pic
d’élongation cellulaire est atteint au bout d’une dizaine de minute, quand I'extension compléete de la
bandelette germinative dure environ deux heures. L’organisation des cellules au sein d’un épithélium
se fait de maniere a obtenir une structure la plus énergétiquement stable possible, ce qui se traduit
par la forme d’hexagones réguliers en « nid d ‘abeille » des cellules observées dans le plan de
I’épithélium. L’élongation cellulaire aurait pour conséquence de déstabiliser cette structure en
formant des hexagones irréguliers et l'intercalation cellulaire pourrait permettre de résoudre ce

probléeme en réorganisant les cellules pour qu’elles adoptent, autant que possible, une forme

réguliere. L'élongation cellulaire correspondrait alors a un état transitoire nécessaire dans des tissus

possédant une élongation rapide.

L’élongation cellulaire peut aussi représenter le seul comportement cellulaire, c’est le cas de
I’épiderme de I’embryon de C.elegans qui repose exclusivement sur ce comportement (Chisholm and
Hardin, 2005). Par ailleurs, ce tissu s’allonge selon deux phases, la premiere nécessite une force
intrinseque, provenant de la contraction des fibres d’actomyosine organisées perpendiculairement a
I'axe d’élongation du tissu, la deuxiéme requiert la contraction des muscles, apportant une force
extrinséque (Figure 8). Cet exemple indique que I'élongation cellulaire peut provenir a la fois d’une
force intrinséque et extrinseque. Cet épithélium est donc a terme composé de cellules allongées dans
un état stable. Cependant cette stabilité est acquise par la sécrétion de cuticule de la part des
cellules, en effet, des mutants pour une protéine de la cuticule s’allongent normalement mais ne

peuvent pas maintenir leur forme et se rétractent.

b) Divisions cellulaires orientées

Les divisions cellulaires orientées (OCD) sont répandues au sein du régne animal surtout pour leur
role dans les divisions asymétriques des cellules souches. Cependant ce comportement cellulaire

peut également permettre I'élongation d’un tissu, ainsi ce paragraphe se focalisera sur le role des
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OCD dans I’élongation tissulaire. Il est important de noter qu’il est ici question d’orienter le fuseau
mitotique dans le plan de I'épithélium et selon I'axe d’élongation et non seulement selon le plan de
I’épithélium afin d’éviter aux cellules de « sortir » de I'épithélium. Ce comportement cellulaire peut
provenir soit d’une tension externe s’apparentant a une réponse rapide telle que I’élongation

cellulaire, soit d’une polarité planaire de la cellule.

Durant I'épibolie du poisson zeébre, des OCD ont été observées, associées a I'élongation cellulaire et
I'intercalation cellulaire. Dans ce modeéle la force est extrinseque et provient clairement de la
contraction des cellules YSL. Le taux de divisions orientées est tres élevé au début de I'épibolie, puis
diminue progressivement, suggérant que la division est une réponse rapide (Campinho et al., 2013).
Le mécanisme précis contrélant l'orientation du fuseau mitotique reste méconnu, notamment
comment la force est pergue et transmise au fuseau. Une hypothése est que ces cellules répondent a
la loi Hertwig, décrivant que les cellules se divisent selon leur axe long. Un autre exemple de tissu
présentant des OCD est l'aile pupale de la drosophile. La force est également extrinséque, et ces
divisions ont lieu durant une phase précoce, en méme temps que I'allongement cellulaire confirmant
I'aspect rapide de ce comportement (Aigouy et al.,, 2010). Dans cet exemple aussi le mécanisme
d’orientation du fuseau est inconnu et pourrait répondre a la loi Hertwig, cependant la perte de
fonction de la voie Fat/Dachsous en pupe perturbe 'orientation de I'axe de division, suggérant qu’un
autre mécanisme, indépendant des tensions dues a la contraction de I'articulation, contréle

I’orientation des divisions.

L'orientation des divisions peut donc étre controlée par la mise en place d’'une polarité planaire
contrélant I'orientation du fuseau indépendamment des forces externes. L'epiblaste dorsal de
I'embryon du poisson zebre est composé de plusieurs couches de cellules, lesquelles se divisent
généralement deux fois. Il a été démontré que les cellules se divisaient préférentiellement selon I'axe
animal-végétal, correspondant a I'axe d’élongation du tissu (Gong et al., 2004). L’orientation de ces

divisions requiert la voie Wnt11 non canonique permettant la mise en place de la voie de pcp Fz/Dsh.
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Figure 9: Les divisions cellulaires sont orientées dans I’embryon de poisson zébre par la pcp et NuMA
A/ L’angle de division (av) dans des embryons contréles est proche de 0° par rapport a I'axe
d’élongation (vertical). B/ La perte de fonction de la voie de pcp conduit a une désorientation de I'axe
de division (av proche de 90°). C/ La perte de fonction de NuUMA empéche I'orientation des divisions
selon I'axe d’élongation. Extrait de Ségalen et al, 2010




Dans ce tissu le mécanisme permettant I'orientation du fuseau a été décrit. La protéine NuMA/Mud,
connue pour polariser le fuseau mitotique chez les invertébrés pour les divisions asymétriques,
interagit avec la protéine Dsh elle-méme présente d’un c6té de la cellule. La coexpression ectopique
de ces deux protéines conduit a leur colocalisation a la fois au cortex et au niveau du fuseau
mitotique, de plus la perte de fonction de Dsh ou NuMA conduit a un méme phénotype de perte
d’orientation du fuseau. Ainsi il apparait que NuMA agit en aval de la PCP pour orienter les divisions

cellulaires (Figure 9)(Ségalen et al., 2010).

Le role des divisions cellulaires a également été étudié dans la tubulogenése, notamment lors de
I’élongation des tubules rénaux des mammiféeres. L’élongation de ce tissu s’effectue en deux étapes.
Au cours de la premiére les cellules se réarrangent, le nombre de cellules dans la circonférence
diminue. La deuxiéeme étape commence une fois que le tube a atteint son diameétre final les cellules
se divisent abondamment, majoritairement le long de I'axe d’élongation, entrainant une nette
élongation et n"augmentant pas la circonférence du tube (Fischer et al., 2006). L'orientation des
réarrangements et des divisions cellulaires est déterminée par la voie Wnt/PCP canonique,
cependant il n’a pas été montré comment la polarité planaire influence I'orientation du fuseau et il
serait intéressant de voir si NUMA chez la souris pourrait jouer ce role. Il est a noter que dans ces
deux derniers exemples l'orientation de la division ne suit pas la loi Hertwig, les cellules étant

légérement allongées perpendiculairement a I'axe de division.

c) Réarrangements cellulaires

Au sein d’un épithélium un réarrangement cellulaire correspond a un changement de cellules
voisines. Si on considere un groupe de 4 cellules A, B, Cet D ; A et B en contact, C et D séparées par le
contact entre A et B. La contraction du contact entre A et B rapproche C et D jusqu’a la formation
d’un point de contact entre les 4 cellules nommé fourfold vertex dans la physique des mousses
(Durand and Stone, 2006). Cette structure est percue comme instable énergétiquement et sera

résolu soit par le retour a I'état initial, soit par la formation d’'un nouveau contact, entre C et D. Dans
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Figure 10: Schéma d’une intercalation cellulaire

Avant intercalation, les cellules A et B sont en contact et les cellules C et D sont séparées. La
contraction du contact entre A et B provoque une réduction de sa taille et la formation d’un fourfold
vertex au niveau duquel A, B, C, et D sont en contact. Cette structure est résolue par la formation d’un
nouveau contact entre les cellules C et D qui se sont intercalées entre A et B.

A/

B/
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Figure 11: Schéma de la balance entre adhésion et contractilité
A/ LU'adhésion tend a augmenter la surface de contact entre deux cellules. B/ La tension corticale
exercée par la myosine Il diminue la surface de contact. C/ La balance entre ces deux forces est

nécessaire au maintien de la forme des cellules.




le cas de la formation d’un nouveau contact entre C et D on parlera d’intercalation cellulaire ou de
transition T1 dans la physique des mousses (Figure 10). Au niveau d’'un tissu, de nombreuses
intercalations toutes orientées selon le méme axe généreront un mouvement de convergence-
extension, en référence a la convergence des cellules vers I’axe d’élongation et I'extension le long de

cet axe.

La convergence—extension est d’ailleurs un des comportements cellulaires majoritairement étudiés,
généralement associé a la voie Wnt/PCP comme signal et a une activation planaire polarisée de la
myosine Il, comme dans le cas de I'élongation de la plague neurale de nombreux vertébrés, de
I’épithélium de l'oreille interne ou de la tubulogenése rénale des mammiferes, de l'intestin de
souris... (Andreeva et al., 2014; Bakker et al., 2012; Carroll and Yu, 2012; Lee et al., 2012). Un autre
signal permettant la polarisation planaire de la myosine Il provient des interactions hétérophiliques

entre les récepteurs Toll (Paré et al., 2014).

Box 4 : Les jonctions d’adhérence contrebalancent la contractilité des cellules.

Afin de maintenir la cohésion d'un épithélium, les cellules qui le composent doivent étre
fortement liées les unes aux autres. Les jonctions d’adhérence (AJ) jouent un rdle
particulierement important dans la morphogenese, en augmentant 'adhésion intercellulaire
s’opposant a la contractilité des cellules. Le complexe protéique a la base des AJ est composé
des protéines DE-cadhérine, a-caténine et [3-caténine (respectivement, E-cadh, a-cat, $-cat). La
partie extracellulaire d’E-cadh forme des interactions homophiliques en trans, entre deux
cellules voisines. Au niveau intracellulaire, E-cadh se lie a B-cat qui elle-méme recrute a-cat
(Figure 1)(Harris and Tepass, 2010). Ce complexe est localisé en position subapicale des cellules
et marque la frontiere entre les domaines latéraux et apicaux (Morais-de-Sa et al., 2010). Au
niveau fonctionnel, les jonctions d’adhérence augmentent la surface de contact entre cellules
voisines, s’opposant ainsi a la contractilité des cellules (Figure 11) (Lecuit and Lenne, 2007).
Cependant, les AJ sont liées a I'actomyosine et cette liaison est nécessaire pour stabiliser a la
fois les jonctions et le cytosquelette. De plus ce lien entre l'actine et les jonctions permet
d’ancrer le cytosquelette a la membrane. Par ailleurs, les AJs vont étre régulées au niveau du
trafic des cadhérines (endocytose/exocytose) lui-méme influencé par I'actomyosine (Levayer et
al,, 2011). Ceci indique qu'’il existe une relation étroite entre adhésion et contractilité et qu'une
régulation fine de ces deux parameétres est nécessaire a la morphogenése cellulaire et tissulaire
(Roper, 2015).

Basée sur la chronologie de la polarisation planaire des différents acteurs, une séquence

d’événements peut étre envisagée pour expliquer l'intercalation. Le premier signe de polarité
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Figure 12: Schéma du mécanisme de contraction d’une interface cellulaire lors de I'’extension de la
bandelette germinative de I’embryon de drosophile

A/ La contraction de I"actomyosine (actine en gris, myosine Il en orange) a proximité de la liaison entre
les deux cellules entraine la contraction de cette liaison. B/ Le déplacement de ce pool d’actomyosine
au niveau des jonctions (E-cad en vert) permet la stabilisation de la taille du contact. Aprés plusieurs
cycles de contraction/stabilisation un fourfold vertex est formé. Extrait de Lecuit et al, 2011

Figure 13: Phénotype de la perte de fonction du gene pten dans I'aile pupale de drosophile

A/ La génération d’un clone mutant pour le géne pten (marqué par I'absence de GFP) conduit a la
formation de cellules carrées (encadré). B/ La segmentation de I'épithélium réveéle la présence de
rosettes (cercle jaune) et de structures en pavé (rectangle orange) dues a I'absence de formation de
nouvelles jonctions. Extrait de Bardet et al, 2013




planaire réside dans I'activité de Rho GTPase préférentiellement au niveau des contacts AP (c’est-a-
dire perpendiculaire a I'axe AP). Cette polarisation de I'activité de Rho GTPase n’est pas retrouvée au
niveau de la localisation de la protéine. L’activité de Rho GTPase est requise pour enrichir I'actine au
niveau des contacts AP, elle-méme requise pour la polarisation planaire de Rok, toujours sur ces
mémes interfaces (Simdes et al., 2010, Simdes et al , 2014). A I'opposé, sur les interfaces DV, la
protéine apicale Bazooka est enrichie, probablement a la suite de sa phosphorylation par Rok et
exclut a son tour la myosine Il. D’un point de vu mécanistique, la contraction des interfaces AP se fait
par I'activation périodique de la myosine Il médiale située a proximité de ces contacts, entrainant
une augmentation de la contractilité. En méme temps I'adhésion est diminuée par I’'endocytose d’E-
cadh préférentiellement depuis ces interfaces AP (Levayer et al., 2011). Il en résulte une rupture de la
balance entre adhésion et contraction (Figure 12). Le déplacement du pool de myosine Il au niveau
de la membrane cellulaire permet de stabiliser la contraction, avant une nouvelle phase de
contraction puis stabilisation (Rauzi et al., 2010). La polarisation planaire des différents acteurs

précédents est nécessaire au recrutement de la myosine Il au niveau des membranes AP.

I a longtemps été jugé que I'élongation des nouvelles interfaces cellule-cellule se faisait
spontanément, il a cependant été mis en évidence deux mécanismes actifs permettant leur
élongation. Durant I'extension de la bandelette germinative, I'élongation des nouveaux contacts ce
fait grace a un pool de myosine I, situé dans les cellules antérieures et postérieures a l'interface.
Comme pour la contraction, I'activation périodique de ces deux pools de myosine Il tire sur la
nouvelle membrane, I'allongeant, puis le recrutement du complexe E-cad/B-cat/a-cat permet sa
stabilisation (Collinet et al., 2015). Une autre possibilité pour former de nouvelles jonctions est de
diminuer les niveaux d’activité de la myosine Il lors de la création de la nouvelle interface. Dans I'aile
pupale de la drosophile, la mutation de PTEN, une phosphatase du phosphatidylinositol (3,4,5)-
triphosphate (PIP3) produisant du phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate (PIP2), conduit a la
formation de nombreuses cellules carrées provenant d’un blocage de I'élongation des nouvelles
interfaces (Figure 13). Il a été montré qu’au cours de I’élongation des jonctions le niveau de myosine
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Il diminuait dans la membrane de ces jonctions de maniere dépendante de PTEN, cette diminution
étant nécessaire pour rétablir une balance entre adhésion et contraction. Dans le cas d’un tissu
mutant pour la phosphatase, le niveau de myosine Il reste élevé ce qui maintient un haut niveau de
contraction empéchant la formation de la nouvelle jonction (Bardet et al., 2013). Ces mécanismes de
contraction et d’élongation de nouvelles jonctions pourraient s’appliquer a de nombreux tissus
s’'allongeant par convergence-extension et pour la majorité desquels la myosine Il est planaire

polarisée.

A premiere vue, il semble plus compliqué de transposer I'intercalation cellulaire a I’élongation des
tissus dans lesquels la force est extrinséque comme par exemple dans I'épibolie. Dans ce cas aucune
polarisation planaire de la myosine Il n’a été rapporté (Campinho et al., 2013; Képpen et al., 2006).
Cependant dans le cas ou la force est intrinséque, la myosine Il médiale crée une tension locale sur la
jonction a contracter, mais il est imaginable qu’une tension globale sur toutes les jonctions orientées
selon le méme axe puisse avoir le méme effet, résultant ainsi en la contraction de ces jonctions et la

formation ensuite de nouvelles jonctions perpendiculaires (Weliky and Oster, 1990).

d) Autres comportements cellulaires

D’autres comportements cellulaires ont été décrits dans des processus morphogénétiques
s’apparentant a de I’élongation cellulaire, en particulier le recrutement de cellules pouvant venir
allonger les tubules de Malpighi chez la drosophile. Dans ce tissu deux types de cellules différentes
sont retrouvées, les cellules principales (PC) et les cellules en étoile (SC) et il a été montré que les SC
s’intercalaient dans les tubules au cours de leur élongation. Cependant dans ce tissu, le réle de ce
recrutement dans I’élongation du tissu n’a pas été étudié et seule la fonction des cellules SC dans

I’excrétion rénale a été analysée (Denholm et al., 2003).

Nous avons vu que l'orientation des divisions cellulaires pouvaient contribuer a I'élongation des

tissus, il a été évoqué que des domaines de divisions pourraient également permettre I'élongation

des tissus, sans que |'axe de ces divisions ne soit orienté (Andrew and Ewald, 2010). En effet, si une
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forte prolifération a lieu au niveau d’un site de branchement d’un tube par exemple, I'ensemble du
tube sera « poussé »par I'amas de cellules a la base. Cependant ce mécanisme nécessiterait de

réarranger les cellules afin de favoriser d’avantage I'élongation.

Un autre comportement cellulaire tres important dans la morphogenese est I'apoptose. Son réle a
initialement été décrit dans la formation des doigts des vertébrés ol I'élimination des cellules
interdigitales permet de révéler la forme des doigts (Zakeri et al., 1994). Dans ce cas on peut parler
d’élongation tissulaire, car les doigts présentent un aspect allongé qu’ils n’ont pas avant I'élimination
des cellules, cependant cette élongation suit un modele assez différent des exemples évoqués
précédemment. L'apoptose peut aussi agir comme force permettant le changement de forme d’un
tissu (Monier et al., 2015). Cependant, aucune force générée par I'apoptose n’a pour l'instant était

montrée comme permettant I'élongation d’un tissu.

[l Follicule ovarien

Le follicule ovarien de drosophile est un organe modele présentant de nombreux intéréts. Il est
relativement facile a isoler, I'observation au microscope est donc aisée, d’autant plus que c’est un
tissu translucide durant une partie de son développement. D’un point de vue plus fondamental, il
permet d’étudier des processus propres a la lignée germinale : mise en place des axes de polarité du
futur embryon, régulation des ARN maternels, des éléments transposables, controle de la méiose,
détermination de I'ovocyte, etc. Il permet aussi d’étudier des processus propres aux épithéliums :
migration cellulaire, contréle de la transition epithélio-mésenchymateuse, régulation de la polarité
apico-basale, de la polarité planaire, morphogeneése cellulaire mais aussi contréle du cycle cellulaire
lors de la mitose et de I'endoréplication, contrdle de I'apoptose, etc. En outre le tissu épithélial peut
étre facilement observé dans le plan mais également en « coupe » transversale due a la forme ovoide
du follicule. Les limites de ce modele sont liées a I'incapacité a maintenir les follicules en culture plus
de quelques heures. L'ovogenese étant un phénomeéne lent, il est impossible d’observer le
développement complet d’un follicule en culture, a une époque ou de plus en plus de données sont
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Figure 14: Image d’un ovariole de Drosophila melanogaster

Un ovariole est constitué d’une succession de follicules ovariens de stades croissants de I'antérieur
vers le postérieur. A I'extrémité antérieure le germarium permet la production des follicules. A
I'extrémité postérieure les follicules de stade 14 correspondent a des ceufs matures. Sur toutes les
images I'antérieur est a gauche, le postérieur a droite.

Figure 15: Un follicule ovarien est composé de deux types cellulaires

A/ Section transversale d’un follicule de stade 7, révélant la protéine E-cad (rouge) et ’ADN (blanc).
Un follicule est composé de 16 cellules nourriciéres, dont un ovocyte situé en postérieur (astérisque).
Le cyste germinal est entouré d’'une monocouche de cellules folliculaires.

B/ Les cellules folliculaires constituent un épithélium. La polarité apico-basale de ces cellules est
révélée par la localisation de la protéine apicale Crumbs (Crb, magenta) et de la protéine latérale Discs
Large (Dlg, vert). La face apicale est en contact avec la lignée germinale.

C/ Vue du plan apical de I'épithélium folliculaire. La protéine E-cad marque le contour apical des
cellules, révélant une forme majoritairement hexagonale.




basées sur des observations de tissus vivants, ceci est un point critique. Une autre limite vient de sa
forme ovoide qui empéche sa visualisation en 3D et donc en entier, ce qui ne permet pas d’avoir une
vision globale du tissu. Enfin la mitoyenneté entre les deux tissus le composant a, jusqu’alors,

empéché toute analyse transcriptionnelle de I'un ou I'autre tissu.

A- Ovaires et ovarioles

Le follicule ovarien de drosophile, également appelé « chambre d’ceuf », est retrouvé au sein des
ovaires des drosophiles femelles. Les ovaires forment deux « grappes » d’environ 16 ovarioles
maintenus entres eux par une gaine musculaire entourant tout I'ovaire. Chaque ovariole correspond
a une succession de follicules ovariens de stades croissants depuis I'antérieur vers le postérieur
(Figure 14). En antérieur une structure particuliere nommée germarium contient les cellules souches
permettant la formation des follicules. Quatorze stades développementaux ont été définis par King
puis Spradling (King, 1970, Spradling, 1993), le stade 1 commengant a la sortie du germarium, le
stade 14 correspondant a un ceuf mature, prét a étre pondu. Les ceufs sont retrouvés au niveau
postérieur de l'ovariole et seront expulsés dans l'oviducte avant d’étre fécondés puis pondus.

Chaque ovariole est entouré d’une couche musculaire dont le réle est mal connu.

Un follicule est composé de 16 cellules germinales, dont un ovocyte localisé en postérieur et quinze
cellules nourricieres, entourées par une monocouche de cellules épithéliales, appelées cellules
folliculaires, leur domaine apical faisant face a la lignée germinale (Figure 15). Le rble des cellules
nourriciéres est de fournir tout le matériel nécessaire pour les premiers stades de développement du
futur embryon, notamment les transcrits et les protéines maternelles. Le réle des cellules folliculaires
est quant a lui de structurer le follicule, de lui permettre d’acquérir sa forme (Wang and Riechmann,
2007), mais également de réguler les échanges entre la lignée germinale et I'hémolymphe,
notamment par I'endocytose du yolk produit par le corps gras de la mouche (A S Raikhel and

Dhadialla, 1992). La mise en place du follicule ce fait au sein du germarium.
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Figure 16: Schéma d’un germarium

Le germarium est découpé en 4 régions distinctes. Dans la région 1 les GSC (cellules souches
germinales) se divisent, donnant des cystoblastes (rose), chaque cystoblaste subit 4 cycles de mitose
successifs formant le cyste germinal (marron). La région 2a est composée de cystes germinaux de 16
cellules (marron foncé) entourés des cellules escortes. Au niveau de la région 2b on retrouve les FSC
(cellules souches folliculaires), dont les cellules filles formeront les cellules folliculaires entourant les
cystes germinaux. La région 3 correspond a un follicule de stade 1 prét a étre expulsé du germarium.
Extrait de Morris et Spradling, 2011




B- Germarium

Le germarium est une structure relativement complexe dans laquelle résident notamment les cellules
souches germinales (GSC) et les cellules souches somatiques (SSC) (Figure 16). La structure du
germarium consiste en quatre régions différentes, nommées région |, lla, llb et Ill. La région | fut la
premiére niche caractérisée in vivo, dans laquelle réside les GSC, environ 2 a 3 par germarium (Xie
and Spradling, 2000). En antérieur de ces cellules souches, on retrouve 5 a 7 cellules de la coiffe, en
contact avec les GSC et étant les principales régulatrices de la niche. Au niveau de la région llb les SSC
se divisent pour former une couche de cellules dites pré-folliculaires entourant le cyste germinale.
Parmi ces cellules, trois populations sont rapidement déterminées des la région Il du germarium, les

cellules folliculaires, les cellules polaires et les cellules du filament interfolliculaire.

Au niveau fonctionnel, la GSC se divise de maniére polarisée parallelement a I'axe antéro-postérieur.
Une des cellules filles reste en contact avec les cellules de la coiffe et garde une identité de GSC,
I'autre cellule fille, en postérieur, se différenciera en cystoblaste par la levée de répression de la
transcription de bag of marbles (bam). Cette cellule subit 4 cycles de mitoses successives a
cytokinése incomplete, entrainant a chaque division la formation d’un pont cytoplasmique entre les
deux cellules filles. Aprés les 4 divisions, on retrouve 16 cellules dont 2 cellules avec 4 ponts
cytoplasmiques, 2 cellules a 3 ponts, 4 cellules a 2 ponts et 8 cellules a un seul pont (Deng and Lin,
1997). L'une des deux cellules a 4 ponts cytoplasmiques deviendra l'ovocyte, cependant le
mécanisme précis permettant le choix entre 'une ou l'autre reste a déterminer (Huynh and St
Johnston, 2004). L'ovocyte, une fois différencié, se positionne en postérieur du cyste, en contact avec
les cellules folliculaires. Ce positionnement repose sur une différence de régulation de la protéine
d’adhésion DE-cadhérine, qui est enrichie a la fois dans I'ovocyte et dans les cellules folliculaires

postérieures (Godt and Tepass, 1998; Gonzalez-Reyes and Johnston, 1998). Cette migration marque
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Figure 17: Les follicules sont séparés par un filament interfolliculaire et possédent deux paires de
cellules polaires

Un marquage contre la protéine Faslll (vert) fait apparaitre deux cellules polaires a chaque péle des
follicules (fleches). Entre chaque follicule un groupe de 5 a 7 cellules dont les noyaux sont visibles
(blanc) composent le filament interfolliculaire (pointe de fleche).




le début d’'une communication importante entre ces cellules et I'ovocyte et reflete déja la

détermination de I'axe AP du follicule.

Un autre événement important a lieu dans le germarium, la mise en place des cellules polaires et des
cellules du filament interfolliculaire. Ces deux populations de cellules sont indispensables a
I’encapsulation et au bourgeonnement correct du cyste germinal. Les voies de signalisation Notch et
Jak/Stat joue un rdle prépondérant dans la détermination de ces deux populations de cellules. Ces
cellules proviennent d’un groupe de précurseurs communs différents des cellules folliculaires. Elles
sont déterminées deés la région llb du germarium ou leurs divisions cessent et ou le facteur de
transcription eyes absent est réprimé (Bai and Montell, 2002). On retrouve entre 5 et 7 cellules
composant le filament interfolliculaire, séparant chaque follicule (Figure 17). Au niveau du
germarium, un groupe de 6 a 8 cellules pré-polaires est déterminé, I'action conjointe des voies Notch
et Jak-Stat permet, aux stades 4-5 de I'ovogenése, le maintien des deux cellules polaires (Borensztejn
et al., 2013; Grammont and Irvine, 2001; Vachias et al., 2010). Des mutations de ces deux voies ou de
leurs régulateurs au niveau du germarium entrainent des défauts de formation ou de maintien des
cellules polaires ou interfolliculaires, associés a différents phénotypes : soit les cystes seront accolés,
c’est-a-dire qu’il n’y aura pas de filament interfolliculaire mais les cystes seront tout de méme
séparés par une ou deux couches de cellules folliculaires, soit les follicules seront composites, c’est-a-

dire composé de plusieurs cystes dans un méme follicule.

C- Ovogenese

1- Développement du cyste germinale

A la sortie du germarium, c’est-a-dire au stade 2 de I'ovogeneése, le cyste germinal est formé de 16
cellules, 15 cellules nourricieres et I'ovocyte, situé en postérieur. Dés ce stade, I'ovocyte est bloqué
en métaphase | de méiose et ce, jusqu’au passage de I'ceuf dans I'oviducte. Les cellules nourriciéres,

quant a elles, effectuent 7 a 8 cycles d’endoréplication ce qui favorise considérablement la
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Figure 18: Schéma de la repolarisation des microtubules au stade 7

Au stade 7 le noyau de I'ovocyte (violet) est localisé en postérieur. Le signal envoyé par la protéine
Gurken (fleche bleue) aux cellules folliculaires avoisinantes leur confére une identité postérieure. Ces
cellules vont émettre un signal encore inconnu (fleche grise) en direction de I'ovocyte entrainant une
repolarisation des microtubules. Le noyau de I'ovocyte est poussé par la croissance des microtubules

en direction de I'antérieur. D’aprés Zhao et al, 2012




transcription, permettant une accumulation importante d’ARN qui seront déposés dans I'ovocyte et
qui assureront notamment les premiéres étapes de développement de I'embryon. A partir du stade
11, le contenu des cellules nourricieres est déversé dans |‘ovocyte au travers des ponts
cytoplasmiques, durant le « dumping », ce qui conduit a une tres forte augmentation du volume de
I'ovocyte, au détriment des cellules nourriciéres. Le stade 12 est marqué par la dégénérescence des

cellules nourriciéres.

Au niveau de l'ovocyte, I'ovogenése permet la mise en place des deux axes majeurs de
développement : I'axe antéro-postérieur et I'axe dorso-ventral. A la sortie du germarium, I'ovocyte
est déja polarisé : les extrémités moins des microtubules pointent vers le postérieur et les ARNm de
BicD, oskar ou Gurken notamment sont localisés également en postérieur. C'est d’ailleurs la
transcription en protéine de 'ARNm Gurken (Grk) qui, en se liant a son récepteur EGFR présent dans
les cellules folliculaires, va les spécifier en cellules postérieures et ainsi déterminer I'axe AP
(Gonzalez-Reyes et al., 1995). Au stade 7, ces cellules envoient un signal encore indéterminé a
I'ovocyte. Ceci entrainera une réorganisation complete du cytosquelette de microtubules qui
orienteront leurs extrémités moins vers I'antérieur de I'ovocyte (Figure 18)(Cox et al., 2001). En
conséquence, le noyau de I'ovocyte, jusqu’a présent situé en postérieur, migrera avec la protéine Grk
vers I'antérieur, toujours en contact avec les cellules folliculaires. Les cellules folliculaires en contact
avec Grk acquiérent une identité dorsale, par défaut les autres acquiérent une identité ventrale,
définissant I'axe DV. Au stade 9, les deux principaux axes de développement sont donc établis et les
ARNm oskar et bicoid se localisent en postérieur et antérieur respectivement. Des défauts de
définition des axes AP ou DV conduiront a des défauts de localisation des ARNm et/ou de 'ovocyte et

pourront contribuer a la formation d’embryons malformés (St Johnston and Nuisslein-Volhard, 1992).

2- Développement des cellules folliculaires

Au cours de leur développement, les cellules folliculaires acquiérent différentes identités en fonction

de leur localisation notamment. Cette multiplicité d’identités cellulaires, ainsi que les changements
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Figure 19: Les cellules de bordures migrent en direction de I'ovocyte

A/ Au stade 9 les cellules de bordure migrent entre les cellules germinales en direction de I'ovocyte en
postérieur. B/ En début de stade 9 ce groupe de cellules situées au podle antérieur se détache de
I’épithélium et présente des protrusions a I'avant, indiquées par la fleche, et a 'arriére des cellules. C/
Le groupe de cellules de bordure est composé des cellules polaires, marquées en rouge et de cellules
externes, migratrices, entourant les cellules polaires et marquées en vert. Extrait de Montell et al,
2012




morphologiques qui leur sont associés, reflete aussi le role important que les cellules folliculaires
jouent dans le développement de I'ovocyte, a la fois pour sa croissance et pour sa morphogenése. A
la sortie du germarium les cellules folliculaires vont se diviser abondamment jusqu’au stade 6 de
I'ovogenése. A ce moment-la, un pic d’activation de la voie Notch dans les cellules folliculaires par la
liaison du ligand Delta présent en lignée germinale conduit a une transition entre mitose et
endoréplication notamment par 'inhibition d’acteurs de la phase G2/M (Deng et al., 2001; Jia et al.,
2015). Au stade 10B, la diminution d’activité de la voie Notch au détriment de I'expression du
récepteur a I'ecdysone (EcR) permet une nouvelle transition vers une phase d’amplification génique,

spécifique des génes du chorion requis durant les derniers stades de I'ovogeneése (Sun et al., 2008).

Jusgu’au début du stade 9 les cellules folliculaires présentent toutes un aspect comparable, les
cellules étant toutes cuboides, cependant différentes sous-populations sont déja définies. Au niveau
antérieur, les cellules de bordure, les cellules squameuses et les cellules centripétes acquierent leur
identité par I'activité de la voie Jak-Stat (Xi et al., 2003). Les cellules situées en postérieur deviennent
des cellules terminales postérieures sous I'effet combiné des voies Jak-Stat et EGFR. L’acquisition de
ces identités différentes est nécessaire a la réorganisation profonde que subit I'épithélium folliculaire
a partir du stade 9. En antérieur, les cellules polaires recrutent un petit groupe de 6 a 8 cellules
folliculaires adjacentes qui deviendront le groupe de cellules de bordure. Ce groupe se détache
complétement de I'épithélium et migre jusqu’a I'ovocyte entre les cellules nourricieres (Figure
19)(Silver and Montell, 2001). De maniere concomitante, les cellules squameuses réalisent un
changement brutal de forme en s’aplatissant depuis I'antérieur jusqu’a la frontiere de I'ovocyte en
postérieur. Ce changement de forme est lié au désassemblage des jonctions d’adhérence et des
jonctions septées entrainant probablement une perte de structure du cytosquelette d’actine et les
empéchant de résister a la pression induite par la croissance de la lignée germinale (Gomez et al.,
2012; Grammont, 2007; Kolahi et al., 2009). En parallele, les cellules situées au-dessus de I'ovocyte
acquierent une forme en colonne et « migrent » en direction de I'ovocyte. Au stade 10A les cellules
en colonne sont toutes situées sur I'ovocyte, quand les cellules squameuses recouvrent les cellules
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nourricieres. Le mouvement de migration des cellules en colonne est en réalité un effet d’optique lié
a la forte croissance de l'ovocyte a ce stade-la, plus rapide que celle des cellules nourriciéres,
déplacant de fait vers I'antérieur la membrane entre ces cellules. Ainsi les cellules folliculaires situées
initialement sur les cellules nourricieéres semblent se déplacer en postérieur, alors que c’est I'ovocyte
qui passe sous ces cellules (Kolahi et al., 2009). Au stade 10A, les cellules de bordure atteignent
I'ovocyte et les cellules centripetes migrent entre I'ovocyte et les cellules nourricieres jusqu’au
groupe de cellules de bordure. A partir du stade 11 les cellules folliculaires en colonne s’aplatissent
pour compenser la trés forte croissance de I'ovocyte et deux sous-populations de cellules, situées en
position antéro-dorsale sont définies afin de former les appendices dorsaux. Ces deux tubes
fortement allongés serviront de tuba, permettant la respiration des ceufs. La sélection de ces deux
populations de cellules se fait par I'activité de la voie EGFR, activée par son ligand Gurken, présent au
niveau dorsal autour du noyau de I'ovocyte en coopération avec la voie TGF-B active dans les cellules
centripetes notamment. Aux stades 13 et 14 le micropyle se développe grace a la présence des
cellules de bordures ayant migrée au stade 9-10 et qui permettent la formation d’un pore nécessaire

a I'entrée du spermatozoide au moment de la fécondation.

3- Polarité apico-basale et régulation du cytosquelette des cellules folliculaires

Comme dans de nombreux épithéliums, les cellules folliculaires initient leur polarisation apico-basale
en établissant un contact avec la MEC, définissant ainsi leur domaine basal (Tanentzapf et al., 2000).
Ce premier contact entraine les composants des domaines latéraux et apicaux a étre localisés au
méme endroit, ce qui ne permet pas la définition de ces deux domaines. Ainsi le contact avec la
lignée germinale apporte une nouvelle information spatiale permettant la mise en place du domaine
apical, composé du complexe Crumbs (Crumbs-Patj-Stardust) et du complexe aPKC-PAR6-Bazooka,
puis du domaine latéral, composé entre autres du complexe Lgl-Scribble-Discs Large (Tanentzapf et
al., 2000). A lintersection des domaines apicaux et latéraux les jonctions d’adhérence (AJ)

s’établissent, composées des protéines E-cadhérine, a-caténine et B-caténine.
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Figure 20: Localisation et role de la myosine Il dans les cellules folliculaires

A/ Follicule de stade 3 marqué contre la forme phosphorylée de la myosine Il (vert) et contre I'actine
(rouge). La myosine Il activée est localisée majoritairement au niveau apical des cellules folliculaires.
B/ Follicule de stade 6, la forme active de la myosine Il (vert) est toujours localisée en apical. C/ Zoom
sur des cellules folliculaires de stade 10A marquées contre la forme phosphorylée de la myosine |l
(blanc). Le signal est présent a la fois en apical et en basal, indiquant que la myosine Il est active au
niveau de ces deux domaines. D/ Vue dans le plan basal de cellules folliculaires au stade 10A. La
myosine basale forme un réseau dense a l'intérieur des cellules. E/Comparaison de la forme de cellules
mutantes pour Rok et Sqh. Les cellules mutantes sont marquées par I'absence de GFP (colonne de
gauche). L’actine est visible en rouge dans la colonne de gauche et en blanc dans la colonne de droite.
Les cellules mutantes perdent leur forme cuboide et s’aplatissent. F/Vue dans le plan apical de cellules
mutantes pour Sgh dans un follicule de stade 8. Un trou s’est formé au niveau des cellules mutantes.
G/Vue apical de cellules mutantes pour Rok, dans ce cas les cellules s’aplatissent mais il n’y a pas
formation de trou, suggérant un phénotype moins fort que les mutants Sgh. Extrait de Wang et
Riechmann, 2007




L’établissement d’'une polarité apico-basale est généralement nécessaire a I'acquisition de la forme
des cellules, mais n’est pas suffisant, le cytosquelette jouant réellement le r6le de structuration de la
cellule. Dans I'épithélium folliculaire I'activité de la myosine est cruciale au maintien de la forme des
cellules. Jusqu’au stade 7 de I'ovogenése la myosine Il est essentiellement active au niveau apical
jusqu’aux AJ, par la suite elle est retrouvée a la fois en apical et en basal (Figure 20A-D)(Wang and
Riechmann, 2007). La restriction apicale de I'activité de la myosine Il se fait grace a la phosphatase
PP1B9C codée par le géne Flapwing qui diminue la phosphorylation, donc I’activation de la sous-unité
régulatrice de la myosine Il, codée par le géne Spaghetti Squash (Sqh). De plus, les protéines de
polarité apicale recrutent la myosine Il en apical comme le fait la protéine Rok, localisée aussi en
apical et qui la phosphoryle. La présence de pSgh (forme active de la myosine) dans des clones
mutants nuls de Rok suggere que Rok n’est pas la seule protéine capable d’activer Sgh. Selon
I'intensité de la perte de fonction de la myosine, une gradation du phénotype est observée dans les
cellules folliculaires, allant de cellules légerement aplaties a la formation de trous dans I'épithélium
(Figure 20E-G). L'origine de ce défaut est attribuable a la pression exercée par la croissance de la
lignée germinale sur les cellules folliculaires. En cas d’absence de pSqh, les cellules ne résistent plus a
cette pression et s’aplatissent. Dans les cas extrémes, les cellules trop étirées, finissent par perdre les
contacts entre elles, formant des trous dans I'épithélium. Ces observations sont appuyées par le fait
gue ralentir la croissance de la lignée germinale diminue I'aplatissement des cellules mutantes pour

Sqh ou Rok.

Le role de certains régulateurs du cytosquelette d’actine a été étudié dans les cellules folliculaires.
Jusqu’au stade 9/10 de I'ovogenése I'actine est retrouvée majoritairement au niveau apical, comme
I’est la protéine Ena. La perte de fonction du geéne Ena conduit a une diminution des niveaux d’actine
apicale. En revanche la morphologie de la cellule n’est pas affectée, suggérant que d’autres
régulateurs positifs existent. L’enrichissement en actine apicale est contrebalancé par la protéine

CAP qui limite la polymérisation de I'actine spécifiquement en apical (Baum and Perrimon, 2001).
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Extracellulaire

Figure 21: Schéma de I'activation de la voie Jak/Stat chez la drosophile

En absence de ligand le récepteur Dome est lié a la protéine kinase Jak (codée par le gene Hop chez la
drosophile) qui est inactive. Lorsque le ligand Upd (ou Upd2 ou Upd3) se lie au récepteur il entraine
une dimérisation du récepteur et de Jak permettant son activation. Jak activée phosphoryle a son tour
le facteur de transcription Stat qui se dimérise et migre dans le noyau, activant la transcription de ses
génes cibles.




4- Role de la voie Jak-Stat dans la morphogenése

La voie de signalisation Janus Kinase — Signal Transducer and Activation of Transcription est 'une des
voies les plus simples en terme de nombre d’acteurs. D’'une maniére synthétique, la fixation du
ligand a son récepteur entraine la phosphorylation de la protéine tyrosine kinase Jak associée. En
tant que kinase, une fois activée, Jak phosphoryle a son tour la protéine Stat. Deux protéines Stat
phosphorylées seront dimérisées et migreront dans le noyau ou elles activeront la transcription de
leurs génes cibles (Figure 21). Cette voie a été initialement décrite pour son role dans I'inflammation
chez les vertébrés (Darnell et al., 1994) et a depuis été étudiée pour son réle dans de nombreux
cancers (Yu et al., 2014). Chez les mammiféres, cette voie est composée de quatre protéines Jak et
sept membres de la famille Stat. Les ligands capables de I’activer sont encore plus nombreux et
varient en fonctions des types cellulaires concernés et des contextes biologiques, mais on peut
signaler le réle important de I'Interleukine-6 et I'interferon-a dans I’activation de I'inflammation et la
progression tumorale (Grivennikov et al., 2009). Un aspect important de la voie Jak-Stat dans la
progression tumorale est son réle dans la migration cellulaire et le développement métastatique (Lai

et al., 2005; Opdam et al., 2004).

Outre son role dans I'inflammation ou la prolifération, la voie Jak-Stat a également été étudiée pour
son role dans la différentiation et la morphogenése tissulaire. L'une des premieres étapes
nécessaires au développement d’'un tissu est la définition des différents compartiments qui le
composent. Dans cette optique, la définition des segments chez la drosophile suit un modele bien
précis et finement controlé. Initialement, des gradients des facteurs de transcription bicoid et nanos
d’origine maternelle sont établis respectivement en antérieur et en postérieur. Ils activent
I’expression des geénes gap tels que evenskipped (eve) Kriippel, knirps ou giant selon un profil précis
conduisant a I'expression en 14 bandes des génes pair-rule a l'origine de tous les segments du corps
de la drosophile. Il a été montré que la voie Jak-Stat, composée chez la drosophile de trois ligands,

Unpaired (Upd), Upd2 et Upd3, d’un seul géne codant le récepteur, Dome, d’une seule kinase Jak,
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Figure 22: Ré6le de Jak-Stat dans la bandelette germinative de I’embryon de drosophile

Cellules de la bandelette germinative marquées contre la Myosine Il (MHC vert) et la protéine Nrt
(rouge) vues a différents plan apicaux. A-A”’/ Dans des embryons sauvages la myosine Il est planaire
polarisée au niveau des jonctions (fleches). Peu de myosine |l est retrouvée dans le plan le plus apical.
B-B”’/ Des embryons mutants pour Upd montrent une grande quantité de myosine Il dans les plans
apicaux par rapport aux jonctions d’adhérence. Au niveau des jonctions la myosine Il n’est plus

planaire polarisée. Extrait de Bertet et al, 2009




Hopscotch (Hop), et d’un seul gene codant le facteur Stat, Stat92E (Stat), était active de maniere
ubiquitaire dans I'embryon et était requise pour la segmentation correcte de I'embryon (Hou et al.,
1996; Yan et al., 1996). Stat agirait comme un facteur de transcription général permettant de
maintenir un haut niveau de transcription de nombreux génes, mais pas de les réguler spatialement
(Tsurumi et al., 2011). Dans ce cas-la, la voie Jak-Stat agit comme un facteur clef de la différentiation,

mais il existe aussi des tissus ol son réle direct sur la morphogeneése a été démontré.

Un autre exemple du role de Jak-Stat dans la morphogenése d’un tissu est visible au cours de
I’extension de la bandelette germinative chez la drosophile. Il a été montré que I'activation de la voie
conduisait a la répression de la protéine Wasp. Cette derniére favorise la polymérisation de I'actine
branchée par la régulation du complexe Arp2/3. La perte de I'activité de Jak-Stat entraine une
augmentation d’activité de Wasp et donc une augmentation de I'actomyosine médiale des cellules,
provoquant une contraction apicale de ces cellules et bloquant leur intercalation (Figure 22).
Réciproquement, la perte d’'une copie de Wasp en contexte mutant pour Upd sauve |'enrichissement
en actomyosine médiale, mais ne sauve pas la polarisation planaire de la myosine (Bertet et al.,
2009). Ceci suggere qu’Upd agit a la fois sur les niveaux de myosine médiale via Wasp et sur la
polarisation planaire par un mécanisme indéterminé. Les ligands étant exprimés dans tout le tissu,
I’activation de la voie est uniforme et n’apporte pas I'information spatiale particuliere nécessaire a la

polarisation planaire de ce tissu.

Dans d’autres tissus, ces ligands sont secrétés et peuvent donc former un gradient d’activation de la
voie Jak-Stat pouvant transmettre des informations spatiales. C’est le cas notamment dans le disque
imaginal d’ceil de la drosophile, ol le gradient de sécrétion d’Upd depuis une ligne médiale vers les
pbles ventraux et dorsaux, favorise I'expression d’un second signal, probablement four-jointed (fj),
qui contribue a I'orientation correcte des ommatidies (Zeidler et al., 2000). La perte d’Upd ou son
expression ectopique conduit a l'inversion de 'orientation des ommatidies, comme le font la perte

ou le gain de fonction de fj. Un autre exemple de I'importance du gradient de sécrétion d’Upd est
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Figure 23: La voie Jak-Stat est nécessaire a I’élongation de l'intestin postérieur de I’embryon de

drosophile

A/ Uintestin postérieur de 'embryon s’allonge depuis le postérieur vers I'antérieur et marque une
courbure dans la partie antérieure. B-C-D/ Des embryons mutants pour les différents acteurs de la voie
Jak-Stat ont l'intestin postérieur plus court et plus large que les embryons sauvages. Extrait de

Johansen et al, 2003




retrouvé dans la formation de l'intestin postérieur de I'embryon de drosophile (Johansen et al.,,
2003). Au cours de I'embryogeneése ce tissu s’allonge afin de contacter en antérieur I'intestin moyen
pour former la totalité du tube digestif. Comme dans de nombreux exemples de tubulogeneése, cette
élongation se fait par I'intercalation des cellules intestinales de maniére a allonger le tissu, ce qui, en
parallele, diminue son diametre. Il a été montré qu’Upd était exprimé a une extrémité de I'intestin,
formant un gradient d'activité de la voie Jak/Stat (Wells et al., 2013). La perte de fonction d’Upd, ou
de I'un des acteurs de la voie bloque I'élongation de I'intestin, révélant que la voie Jak/Stat est
nécessaire a I'élongation du tissu, en orientant les réarrangements cellulaires (Figure 23)(Johansen et
al., 2003). D’une maniere intéressante, I'activation constitutive de la voie dans toutes les cellules de
I'intestin, abrogeant ainsi le gradient normalement formé, conduit au méme blocage de I'élongation.
Ceci signifie que non seulement Upd est nécessaire a I’élongation de lintestin mais que c’est
I'information spatiale transmise par le gradient qui est requise, Upd agissant dans ce cas comme un
morphogene. Dans ce tissu aucune polarité planaire n’a été identifiée, ainsi le mécanisme liant le
gradient d’Upd a l'intercalation n’est pas connu. Plus tard au cours du développement de l'intestin,
I'activation plus importante de la voie Jak/Stat d’un cété du tube augmente I'expression de la
protéine Faslll du méme coté (Wells et al., 2013). La protéine transmembranaire Faslll est capable de
former des liaisons homophiliques, au niveau du domaine latéral, avec les cellules voisines. Dans le
cas de l'intestin, ces interactions permettent de courber le tissu du c6té exprimant Faslll en créant un
différentiel d’adhésion avec les cellules n’exprimant pas cette protéine. Dans le disque imaginal
d’aile, une régulation similaire de la voie Jak-Stat sur Faslll semble exister, les sillons présents
naturellement dans le disque montrent un fort niveau d’activation de la voie Jak-Stat et de Faslll. Par
ailleurs la perte de fonction de Faslll, ou d’'un membre de la voie, spécifiquement au niveau des

sillons, conduit a la formation de sillons moins profonds.

Un des tissus dans lequel la voie Jak-Stat a été le plus étudiée est le follicule ovarien car cette voie
joue différents rdles au cours de I'ovogenese. La sécrétion des ligands Upd et Upd3 se fait au niveau
des cellules polaires, ces derniéres présentent une organisation polarisée des microtubules, avec leur
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Figure 24: La perte de fonction de Hop diminue le nombre de cellules du filament interfolliculaire
Ovarioles sauvages et mutants marqués contre la protéine Faslll (rouge) enrichie dans les cellules
polaires. Les cellules du filament interfolliculaire sont marquées en vert. A/ Les follicules sauvages
présentent de longs filaments interfolliculaires (pointes de fleche). B/ Des ovarioles
transhéterozygotes mutants pour Hop montrent une diminution du nombre de cellules du filament
interfolliculaire (fleches). C/ Une combinaison d’alléles mutants plus forts entraine une perte des
cellules du filament associée a la formation de follicules fusionnés (fleche en C’). Extrait de McGregor
et al, 2002




extrémité moins au niveau apical. La sécrétion d’Upd au niveau apical requiert une orientation
correcte du cytosquelette de microtubule et son transport par la dynéine (Van De Bor et al., 2011). Le
récepteur d’Upd, Dome est quant a lui présent au niveau apical de toutes les cellules folliculaires. La
fixation de son ligand permet son internalisation, conduisant a I'activation consécutive de Jak puis

Stat (Devergne et al., 2007) et permettant a terme de remplir ses fonctions.

Initialement la voie Jak-Stat permet la différentiation des cellules somatiques en cellules du filament
interfolliculaire et en cellules pré-polaires au sein du germarium (Figure 24)(McGregor et al., 2002).
Le nombre de cellules pré-polaires est systématiquement supérieur a deux, alors que le nombre de
cellules polaires au stade 5 est toujours de deux (Besse and Pret, 2003). Il a été montré que la voie
Jak-Stat était nécessaire a I'activation de I'apoptose dans les cellules polaires surnuméraires afin de
restreindre leur nombre a deux, nécessaire pour limiter la quantité de ligand Upd produite

(Borensztejn et al., 2013).

Le gradient de sécrétion d’Upd depuis les pbles permet, avant le stade 9, I'établissement des cellules
terminales postérieures et en antérieur la définition de différentes sous-populations cellulaires. Il a
en effet été montré que des combinaisons d’alleles hypomorphes de Hop diminuaient le nombre de
cellules de bordure, le nombre de cellules squameuses et tres légérement le nombre de cellules
centripetes. En postérieur, le nombre de cellules exprimant un marqueur d’identité des cellules
terminales postérieures, pointed-LacZ est diminué dans ces mémes conditions (Xi et al., 2003). En
outre il a été observé qu’une activation de la voie, en clones, soit par I'expression ectopique d’Upd,

tum

soit par I'expression d’'une forme constitutivement active de Jak (Hop™"), était suffisante pour
induire des cellules de bordure ectopiques au stade 9 (Silver and Montell, 2001). L’activation de la
voie en méme temps que l'expression d’EGFR est suffisante pour induire des cellules terminales

postérieures. L'ensemble de ces résultats a permis de proposer qu’Upd agirait comme un

morphogéene par son activation de la voie Jak-Stat.

D- Le follicule ovarien comme modeéle d’étude de I’élongation tissulaire
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Figure 25: Elongation du follicule ovarien

L’aspect ratio (AR) (ordonné) correspond au rapport entre la taille de I’axe AP et de I'axe médiolatéral
des follicules. Dés le stade 3 les follicules sont tres légérement allongés (AR=1,1). L’aspect ratio
augmente linéairement jusqu’au stade 11 (AR=2,3). Au stade 13 |’élongation atteint un maximum avec
un AR de 2,5. L’AR moyen des follicules de stade 14 est de 2,3.




Au cours de l'ovogenese, le follicule ovarien subit une croissance continue depuis la sortie du
germarium jusqu’au stade 14. Initialement sphérique, I'ceuf mature possede une forme allongée,
préfigurant la forme du futur embryon. L’élongation du tissu se traduit par la mesure de son aspect
ratio (AR), représentant le rapport entre son axe long (I'axe AP) et son axe orthogonal le plus long,
nommeé par la suite axe court ou axe médiolatéral. Dés la sortie du germarium I’AR des follicules est
légerement supérieur a 1, mais I'élongation devient réellement visible a partir du stade 4. L'AR
augmente ensuite de maniere linéaire jusqu’au stade 11 ou il atteint une valeur d’environ 2.3. Au
stade 12, pour une raison inconnue I’AR diminue légérement et au stade 13 I’AR maximum atteint
environ 2.5 (Figure 25). L'aspect ratio des ceufs mature est légerement inférieur, dG a la différence
de méthode de mesure. Au stade 13 les appendices dorsaux sont en cours de formation et sont
considérés dans la longueur de I'axe long. Au stade 14 ils sont trés longs et ne sont plus pris en
compte. Il est important de noter que I'élongation du follicule se faisant en paralléle de la croissance,
les deux axes définis précédemment croissent, avec cependant une croissance préférentielle de I'axe
long sur I'axe court. La croissance et I"élongation sont d’ailleurs intimement liées. En effet, si la
croissance d’un follicule est bloquée, sa forme correspond a son stade de développement. L'inverse
est également vrai, si sa croissance est accélérée génétiquement, 'AR de l'ceuf final reste
comparable aux sauvages. La croissance étant liée au développement du follicule, ceci suggére que

I’élongation et la maturation des follicules seraient liées (Vachias et al., 2014).

1- Dynamique de 'orientation des fibres

L'étude de la forme allongée du follicule ovarien de drosophile a commencé il y a déja de
nombreuses années avec l'identification du premier mutant « ceufs ronds », le mutant kugelei (kug)
dans lequel I'élongation est donc bloquée (Gutzeit et al., 1991). Cette étude montre que les cellules
folliculaires sauvages présentent une forme de polarité planaire au niveau basal particulierement
visible grace a la présence de filaments d’actine alignés parallelement les uns aux autres, et surtout

alignés perpendiculairement a I'axe antéro-postérieur a partir du stade 5. En termes de structure, ces
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Figure 26: Orientation des fibres d’actine basales au cours de I’ovogeneése

Vue du plan basal des cellules folliculaires marquées a la phalloidine afin de révéler I'actine-F (blanc) a
différents stades de I'ovogenése. A/ Dans la région 2b du germarium I'actine forme de grandes fibres
circulaires perpendiculairement a I’axe AP. B/ Au stade 3 les fibres de stress ne sont pas orientées
perpendiculairement a I'axe d’élongation. C/ Au stade 6 les fibres de stress a I'intérieur des cellules
sont alignées, entre elles au sein d’une cellule et d’'une cellule a I'autre. Des filopodes sont visibles a
I'extrémité des cellules. D/ Au stade 8 I'alignement est trés strict, de nombreux filopodes sont visibles.
E/ Au stade 10A les filopodes ne sont plus présents mais les fibres de stress sont toujours alignées
perpendiculairement a I'axe AP. F/ Au stade 10B les fibres d’actine se réorientent le long de I'axe AP.
Un autre changement est visible a ce stade, les fibres ne présentent plus un aspect continu d’une
cellule a 'autre. G/ Au stade 11 les fibres sont orientées le long de I'axe AP. Les contours des cellules
sont visibles en négatif des fibres de stress. H/ Au stade 12 les fibres se sont réorientées
perpendiculairement a I'axe AP. E-H extrait de Delon et Brown, 2009




fibres d’actine ressemblent fortement aux fibres de stress décrites en culture de cellules. La fonction
de ces filaments a donc été étudiée plus en détail. Il avait été montré que les mutants kug
présentaient des défauts séveres d’orientation de I'actine basale, associé a une compléte absence
d’élongation des ceufs, suggérant que I'un et l'autre seraient liés. Les auteurs ont proposé que
I'actine joue le réle de « corset moléculaire » contraignant la croissance du follicule selon I'axe
médio-latéral et favorisant la croissance selon I'axe AP. Par la suite d’autres études ont affiné la
description des fibres basales d’actine et ont étudié plus en détail leur régulation. On sait aujourd’hui
que dés la partie llb du germarium des fibres d’actine planaire polarisées sont présentes. Par la suite
le niveau d’arrangement des fibres perpendiculairement a I'laxe AP diminue brutalement au stade 2
de I'ovogenese pour progressivement se réaligner (Figure 26A-B). A partir du stade 5 toutes les fibres
sont a nouveau parfaitement perpendiculaires a I'axe AP (Figure 26C-E)(Cetera et al., 2014). Il a
également été montré qu’au stade 10B, une repolarisation de I'actine basale avait lieu, les fibres
s’alignant cette fois ci paralléelement a I'axe AP avant de reprendre une organisation perpendiculaire
au stade 12-13 (Figure 26F-H)(Wahlstrom et al., 2006). Au stade 14 les fibres d’actine disparaissent.
Au stade 10B un autre changement a lieu au niveau de I'actine : les fibres ne présentent plus une
structure continue d’une cellule a l'autre mais semblent restreintes a l'intérieur de la cellule,
permettant de visualiser les contours des cellules par I'absence de signal. La composition et les
mécanismes permettant d’orienter ces fibres ont donc été étudiés en détail souvent a travers des

mutants générant des ceufs ou des follicules arrondis.

2- Composition des fibres de stress basales

Les fibres de stress des cellules en culture sont décrites comme de longs filaments d’actine situés au
niveau de la membrane en contact indirect avec la matrice extracellulaire. Ces filaments d’actine sont
liés a la matrice extracellulaire par leur attachement aux complexes d’adhésion focale, composés des
protéines intégrines (a et B). Au niveau intracellulaire, ils sont composés des protéines tels que Talin,

Paxilin, Vinculin, Tensin, Pak et de nombreuses autres pouvant jouer le role de mécano-senseur ou
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Figure 27: Composition des complexes d’adhésion focale du domaine basal de cellules folliculaires
au stade 12

L'actine-F est marquée en rouge, les différentes protéines des complexes d’adhésion focale sont en
vert. Les protéines intégrine-a2 (aPS2), intégrine-B (BPS), paxillin, talin, ILK, Pinch et tensin sont toutes
retrouvées aux extrémités des fibres de stress. Au stade 12, I'intégrine-al (aPS1), n’est pas présente.
Extrait de Delon et Brown, 2009




d’activateur de voies de signalisation (Burridge and Guilluy, 2015). Ainsi les protéines de drosophile
orthologues aux acteurs retrouvés en culture ont été recherchées au niveau des cellules folliculaires.
Les protéines Paxilin, Talin, integrine-linked-kinase (ILK), PINCH, Tensin, et Zasp sont toutes présentes
a I'extrémité des filaments, ainsi que les intégrines BPS, al et a2 (Figure 27)(Delon and Brown, 2009).
Le récepteur tyrosine phosphatase Lar, la protéine Enabled (Ena) allongeant les filaments d’actine, et
la kinase Pak sont également présents a I'extrémité des fibres (Bateman et al., 2001; Conder et al.,

2007; Wahlstréom et al., 2006).

Il a été observé en culture de cellules que la composition des adhésions focales pouvait changer en
fonction de la qualité de la MEC sous-jacente ou des tensions exercées sur ces cellules. De maniéere
similaire la composition de ces structures change dans les cellules folliculaires. Au stade 12, une fois
que les filaments d’actine se sont réorientés, un complexe d’intégrines a2/BPS remplace le complexe
al/BPS présent jusque-la (Delon and Brown, 2009). La présence de lintégrine a2 permet le
recrutement de la protéine Tensin, dont le réle serait d’accélérer la réorientation des filaments
d’actine. Cependant I'absence du complexe a2/BPS ne semble avoir de conséquence ni sur la forme
des ceufs ni sur la fertilité de la mouche. Il a été suggéré que cette modification du complexe
intégrine soit due au dumping, cependant lorsqu’il est bloqué génétiquement, le changement vers
a2/BPS se fait quand méme. Ce changement peut aussi étre di a une régulation temporelle au
niveau de la transcription des génes lié au stade de développement du follicule. Une autre possibilité
qui n’a pu étre testée pour le moment est que la composition de la matrice extracellulaire change au

stade 12, entrainant un changement des intégrines.

3- Phénotype intégrine

Le réle de toutes les protéines présentes au niveau basal n’a pas été détaillé, cependant on peut
distinguer deux fonctions principales: la formation des fibres et leur orientation. Bien que la
formation des fibres soit un prérequis a leur orientation, peu de données sont disponibles a ce

propos. Les protéines Pak et Lar jouent un role sur I'orientation et ce réle sera détaillé par la suite. Le
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Figure 28: Effet de la mutation du géne mys sur I’organisation de I’actine basale

Le role du gene mys codant I'intégrine-p a été testé en clone. Les cellules mutantes sont marquées par
I’'absence de GFP, I'actine-F est en rouge (A et B) ou en blanc (A’, B’). A-A’/La mutation de mys conduit
a une perte des fibres de stress et a une augmentation de la quantité d’actine basale au stade 6. B-
B’/Au stade 12, la perte de fonction de I'intégrine-p entraine une désorientation des fibres d’actine
basales mais pas d’augmentation des niveaux d’actine. La différence entre les stades 6 et 12 provient
probablement en partie de la transition entre I'intégrine-al et a2 qui se produit au stade 12. Extrait de
Delon et Brown, 2009




role des intégrines semble en revanche essentiel dans la formation des fibres. De maniére trés
frappante, la perte de la sous unité BPS, en clone, conduit a une perte des filaments d’actine, mais a
une augmentation générale du niveau d’actine basale, liée a une augmentation des protéines
favorisant sa polymérisation, Ena, Dia et Profilin jusqu’au stade 12 (Figure 28). Apres ce stade, des
filaments d’actine sont toujours retrouvés mais ne sont plus organisés parallelement les uns aux
autres. Cependant les niveaux d’actine ne sont pas augmentés. Il a été démontré que la sous-unité
al inhibait la polymérisation de |’actine. En revanche, la perte de fonction du géne multiple
endematous wings (mew), codant cette sous-unité ne change pas |‘organisation de [I'actine,
suggérant que la formation des fibres est due a la sous-unité BPS. Enfin la génération de clones
mutants pour le géne myospheroid (mys) codant la sous unité BPS entraine une réorientation des
filaments d’actine de maniere non cellulaire autonome, cependant cet effet est controversé. Il a été
initialement décrit que I'ensemble des cellules folliculaires perdait leur polarité planaire en présence
de clones mutants pour mys (Conder et al., 2007), mais Delon et Brown ont observé un effet non
cellulaire autonome uniquement sur les cellules sauvages en contact avec les mutantes. La différence
entre les deux études pourrait provenir de la méthode utilisée pour générer les clones qui n’est pas

la méme dans les deux cas.

4- Orientation des fibres d’actine

a) Voie de PCP classique

Une fois formées, les fibres d’actine doivent s’orienter perpendiculairement a I'axe AP. Cette
orientation nécessite un signal positionnel, qui dans de nombreux tissus se transmet par la voie
classique de pcp composée entre autres de Fz, Dsh etc. Peu de données sont disponibles dans la
littérature concernant le réle de ces protéines dans I'épithélium folliculaire, mais il n’a été rapporté
gu’un role dans la migration des cellules de bordure (Bastock and Strutt, 2007). La voie de pcp
classique ne jouerait de role ni dans I'orientation des fibres ni dans I’élongation du follicule d’apres

des données non montrées de Viktorinova et al., 2009. De plus, tous ces acteurs sont retrouvés au
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Figure 29: Fat2 est planaire polarisée et nécessaire a I’orientation de I'actine basale

A/la localisation de la protéine Fat2 au stade 7 est visible grace a I'expression du transgéne Fat2-GFP
(vert sur I'image de gauche) en clone. Les cellules exprimant le transgéne sont marquées par I'absence
de la protéine CD2 (rouge sur I'image de droite). Fat2 est présent aux interfaces avec le clone situées
vers le bas (fleche) et absent aux interfaces au dessus du clone (pointe de fleche). Fat2 est donc
présent d’un cété des cellules au niveau basal au stade 7. B-C/ Follicule de stade 5-6 exprimant le
transgéne Fat2-GFP dans toutes ses cellules, I'actine-F est marquée en rouge, ’ADN en blanc. C est un
zoom du follicule en B. B’-C’/ Fat2-GFP est localisé majoritairement au niveau de la surface apicale des
cellules folliculaires et Iégérement en latéral. D-E/ Image d’actine basale d’un follicule de stade 8. E/ La
mutation homozygote de Fat2 entraine une désorientation des filaments d’actine qui restent
paralléles entre eux au sein de chaque cellule. F-G/ Image d’actine basale au stade 12. G/ La mutation
de Fat2 désoriente également I'actine basale au stade 12. Extrait de Viktorinova et al, 2009.




niveau apical dans les autres systemes, alors que dans le follicule ovarien la polarité planaire semble
liée au niveau basal. Ces données suggerent que la voie de PCP classique ne joue pas de role dans

I’orientation des fibres.

b) Réle central de Fat2

Le phénotype « ceufs ronds » a initialement été décrit grace aux mutants Kugelei, dont I'expressivité
et la pénétrance du phénotype était tres forte. Cependant, jusqu’en 2009 le gene correspondant aux
alleles de Kug n’était pas identifié. Viktorinova et al., 2009 ont déterminé que les mutations Kug
étaient alléliques de mutations affectant le géne Fat2. Fat2 appartient a la superfamille des
cadhérines, trés proches structurellement de la protéine Fat chez la drosophile, ou des protéines
Fatl, Fat2 et Fat3 des vertébrés, cependant ses interacteurs intracellulaires ne sont pas connus. Son
role dans la polarité planaire n’avait, jusque-la, pas été étudié. Cependant grace a un transgéne Fat2-
GFP, les auteurs ont révélé qu’au stade 7 la protéine était présente a I'une des deux extrémités des
filaments d’actine, tel que peut I'étre la protéine Fat dans d’autres tissus (Figure 29A). Par ailleurs ce
transgéne a montré que Fat2 se localisait en premier lieu au niveau apical des cellules folliculaires,
jusqu’au stade 7 ou sa localisation devient aussi basale (Figure 29B-C’). Curieusement, la perte de
Fat2 entraine des défauts d’orientation de I'actine basale des les premiers stades de |'ovogenese,
indiquant que soit une quantité non détectable de protéines située au niveau basal suffit pour
orienter les fibres d’actine, soit Fat2 joue un réle sur le domaine basal indirectement (Figure 29D-G).
De maniére surprenante, la génération de clones présente deux phénotypes opposés. Si moins de
60% des cellules sont mutantes, |'orientation des fibres d’actine se fait correctement dans les cellules
mutantes et dans les cellules sauvages. Si plus de 60% des cellules sont mutantes, toutes les cellules
présentent des défauts d’orientation de I'actine, sauvages comme mutantes, reflétant un effet non
cellulaire autonome a partir d’un certain seuil de cellules mutantes. La localisation de Lar et des
intégrines a été analysée dans les mutants Fat2. Ces protéines ne sont plus localisées dans les

membranes des cellules paralleles a I'axe AP mais continuent d’étre localisées a I'extrémité des
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Figure 30: Lar est requise pour I’élongation et I’orientation des fibres de stress

A-B/ Comparaison de la forme des ceufs sauvages et issus de mouches mutantes pour le géne bola
codant pour la protéine Lar. Les ceufs mutants sont arrondis par rapport aux sauvages. C/ Les fibres de
stress basales sont orientées perpendiculairement a I'axe AP dans les follicules sauvages. D/ Les
mutants Lar présentent des fibres de stress désorientées. E/ Vue de I'actine basale (vert) s’organisant
en cercles concentriques autour des cellules polaires (rouge). F/ Les cellules polaires sont indiquées
par la pointe de fléche. Les fibres d’actines s’orientent initialement autour des cellules polaires. Extrait
de Frydman et Spradling, 2001




filaments d’actine. En revanche la perte de Lar entraine une perte de polarisation planaire de Fat2,
qui devient diffuse dans toutes les membranes cellulaires. Fat2 joue donc un réle central dans

I’organisation de I'actine dés les premiers stades de I'ovogenése malgré une localisation apicale.

c) Les mutants Dlar présentent des ceufs ronds

Bateman et al, 2001 ont montré que le récepteur tyrosine-phosphatase Lar est également planaire
polarisé, étant notamment présent aux extrémités des fibres d’actine, suggérant son réle dans leur
orientation. La mutation homozygote du gene Dlar présente des défauts d’élongation, cependant la
pénétrance du phénotype est relativement faible, entre 15 et 70% selon les alléles (Figure 30A-
B)(Bateman et al., 2001; Frydman and Spradling, 2001). En revanche tous les follicules présentant des
défauts d’élongation présentent des défauts d’organisation de I'actine basale (Figure 30C-D). Les
auteurs de ces études ont également observé que des clones mutants pour Dlar affectent
I’organisation de I'actine de maniere non cellulaire autonome lorsque les cellules mutantes
recouvrent plus de 33% de la surface visible du follicule. Sinon, ni les cellules mutantes ni les cellules
adjacentes ne sont affectées, rappelant les observations faites pour le mutant Fat2. Frydman et
Spradling ont mis en évidence que la différenciation des cellules polaires pouvait étre perturbée dans
ce mutant, soit en générant des clones, soit en contexte transhétérozygote mutant, suggérant que le
contact entre la lame basale et les cellules polaires serait important pour I'établissement ou le
maintien de l'identité de ces cellules. La moitié des follicules mutants pour Dlar présente une légére
augmentation du nombre de cellules polaires et 3% présentent un groupe de polaire ectopique. En
outre, ils ont observé que ces défauts sont systématiquement associés a des défauts d’actine. De
plus, ils ont montré que les filaments d’actine s’organisent initialement autour des cellules polaires,
suggérant que les cellules polaires jouent un réle de centre polarisateur des fibres d’actine (Figure
30E-F). Cependant, I'observation inverse n’est pas vraie: ils ont également observé des défauts
d’orientation de I'actine dans des follicules dont les cellules polaires sont normales. Ces données

suggerent que Lar pourrait agir sur I'organisation de I'actine de maniére non cellulaire autonome, a
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Figure 31: Pak est requise dans le germarium pour I’encapsulation correcte des cystes germinaux

A/ Schéma d’un germarium sauvage, deux cellules souches folliculaires (FSC) (rose) sont présentes,
une de chaque coOté. Les cyste germinaux arrivent I'un apres l'‘autre et sont encapsulés
successivement. B/ Schéma d’un germarium mutant pour le géne Pak. Quatre FSC sont visibles une de
chaque c6té et deux au milieu du germarium. Dans ce mutant les cystes arrivent deux a deux au
niveau des FSC et sont encapsulés face a face, résultant en la formation de follicules fusionnés. C-D/
Images confocales illustrant les schémas A et B respectivement. Le marquage anti BicD permet de
visualiser les cystes germinaux. D/ Deux cystes (entourés en pointillés) migrent vers la région 2b cote a
coOte ou ils seront encapsulés en méme temps. E-F/ Images d’ovarioles de drosophiles sauvages (E) et
mutantes (F) pour le géne Pak. F/ Trois groupes de deux follicules accolés sont visibles en postérieur
du germarium. Extrait de Vlachos et al, 2015

dpak®/dpakActin -

Figure 32: Les follicules mutants pour Pak ont des défauts d’orientation de I’actine et sont ronds
Images de follicules marqués a la phalloidine. C/ Les follicules mutants pour le géne Pak sont ronds par
rapport aux follicules sauvages (A). D/ L’actine basale est moins dense et désorientée dans les cellules
mutantes par rapport aux sauvages (B). Extrait de Conderc et al, 2007




partir d’un certain seuil de cellules mutantes, comme Fat2, mais pourrait également agir sur le signal

polarisant de I'actine, notamment en agissant sur les cellules polaires.

d) Eufs de pak et élongation

Le lien entre I'organisation de I'actine basale et I'élongation a été renforcé en 2007 par I'étude du
mutant dPak, codant une p21 activated kinase, orthologue aux protéines PAK1l, PAK2 et PAK3
humaines. Les protéines de la famille PAK sont des effecteurs des petites GTPase CDC42 et Racl.
Elles ont été impliquées dans de nombreux processus, notamment la régulation du cytosquelette et
le contréle de la migration cellulaire (Kiosses et al., 1999; Sells et al., 1997). Les mouches mutantes
pour le gene dPak sont viables mais stériles. Ceci provient de la formation de follicules ronds
dégénérant au stade 9 de I'ovogenese. D’autres phénotypes ont été décrits dans ces follicules, tels
que la présence de multicouches de cellules épithéliales, la survenue de trous dans I'épithélium qui
peut avoir différentes origines, ou la formation de follicules fusionnés deux a deux correspondant a
des défauts d’encapsulation (Figure 31E-F). Récemment, ce défaut d’encapsulation a été détaillé ; les
auteurs démontrant que des la formation des ovaires en pupes, une ou deux cellules souches
somatiques surnumeéraires prenaient place dans le germarium, permettant I'encapsulation de deux
cystes en parallele (Figure 31A-D)(Vlachos et al., 2015). Ce défaut démontre un réle de Pak tres t6t
dans I'ovogeneése, cependant aucun lien n’a pu étre établi entre ce réle dans le germarium et son réle

dans I’élongation.

Le défaut qui a initialement focalisé I'attention est I'absence de polarisation planaire de I'actine
basale (Figure 32)(Conder et al., 2007). Dans cette étude les auteurs ont montré que des cellules
mutantes pour dPak, selon les alléles utilisés, présentaient soit des fibres d’actine non planaire
polarisées, soit une absence compléte de fibres d’actine. lls ont également décrit que lorsqu’une
cellule mutante était entourée de cellules sauvages, elle conservait des fibres d’actine correctement
orientées. De méme, si une cellule sauvage était entourée de cellules mutantes, ses fibres pouvaient

étre mal orientées. Cependant I'effet non cellulaire autonome ne semble pas se transmettre plus loin
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Figure 33: msn, fry et trc sont requises pour I'orientation des fibres de stress et I’élongation

A-D/ Images de I'actine basale de follicules sauvages (A) et composés de grands clones de cellules
mutantes pour le gene trc (B), fry (C) et msn (D). L'orientation de I'actine basale est perturbée dans les
follicules mutants pour ces génes. E-H/ Comparaison de la forme des follicules de stades 10. Les
cellules mutantes sont visibles par I'absence de GFP. Lorsque de larges clones mutants pour trc (F), fry
(G) ou msn (H) sont générés, les follicules ne s’allongent pas comme les sauvages. Extrait de Horne-
Badovinac et al, 2012




que la cellule voisine, contrairement a ce qui a été vu dans les mutants Dlar. Pak étant un effecteur
de Rac, I'implication de cette GTPase dans la mise en place des fibres d’actine basales a été évaluée
en générant des clones doubles mutants pour Racl et Rac2, ainsi que pour un géne codant une GEF
de Rac, Trio. Dans les deux cas, les cellules mutantes ne présentent plus de fibres d’actine, ce qui ne
permet pas de conclure quant au réle de la voie Trio -> Rac -> Pak sur |'orientation des fibres, mais

qui suggére que Pak pourrait agir en aval de Rac.

Outre le role des récepteurs a la matrice extracellulaire sur I'organisation de I'actine, le role du
cytosquelette d’acto-myosine a été examiné. Un crible pour trouver des suppresseurs du phénotype
de follicules ronds des mutants dPak a été publié, révélant un réle de la voie RhoGEF2, Rho1l, Rok et
myosine Il, sur I’élongation (Vlachos and Harden, 2011). La perte d’une seule copie de I'un des genes
codant ces protéines permet de restaurer une élongation correcte des follicules mutants pour dPak,
suggérant que Pak inhiberait ces protéines. Cette étude a également signalé que les voies Dpp et
PDGF/VEGF pourraient également jouer un réle dans I'élongation du follicule car la perte d’une copie
de génes entrant dans l'une de ces voies (Dpp, mad ou Pvr) sauvait également le phénotype de
follicules ronds des mutants dPak. Cependant le ou les mécanismes sous-jacents n’ont pas été

étudiés plus en détail.

e) Tricornered, Furry et Misshapen

Un crible génétique visant a identifier des génes requis pour I'élongation des follicules a mis en
évidence les génes Tricornered (Trc), Furry (Fry) et Misshapen (msn) (Horne-Badovinac et al., 2012).
Cette étude a montré que des clones mutants pour I'un ou l'autre de ces genes entrainaient des
défauts d’élongation des follicules associés a une perte de 'orientation des fibres d’actine (Figure
33). Une fois de plus, soit toutes les cellules perdent leur polarité planaire, soit aucune et dans ce cas
aucun défaut d’élongation n’est constaté. Trc et Fry sont deux NDR kinases agissant souvent de
concert (Fang et al., 2010; He et al., 2005) et sont susceptibles d’étre phosphorylées par une Ste20

like kinase, tel que msn pour atteindre leur activité maximum. Ainsi il est envisageable que ces trois
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Figure 34: Les cellules folliculaires effectuent des pulsations au niveau de leur surface basale
Séquence d’images prises a trois minutes d’intervalle du domaine basal de cellules folliculaires au
stade 9 exprimant la protéine E-cadhérine fusionnée a la GFP (ligne du haut) et la protéine Sgh
fusionnée a Cherry (ligne du bas). La ligne du milieu représente la variation de surface par rapport au
maximum. Le jaune représente une phase de contraction, le rouge une phase de relaxation. Un
enrichissement en myosine Il est visible a chaque période de contraction. B/ Schéma représentant la
propagation des pulsations basales depuis I'antérieur vers le postérieur aux stades 9 et 10. Le dégradé
rouge indique une activité pulsatile importante. C-F/ Images correspondant aux schémas en B de
follicules exprimant la protéine de fusion E-cad-GFP (vert) et la protéine de fusion Sgh-mCherry
(rouge) permettant de voir les cellules en cours de contraction. Les pulsations sont localisées
initialement (C) en antérieur et au pdle postérieur. Au cours de l'aplatissement des cellules
squameuses en antérieur les pulsations ont lieu au niveau de la partie médiolatérale (D). Au stade 10A
(E) les pulsations se concentrent au dessus de I'ovocyte, au stade 10B (F) la myosine |l est localisée au
niveau basal de toutes les cellules au dessus de I'ovocyte. Extrait de He et al, 2010




protéines agissent selon une méme voie dans l'organisation de l'actine basale. La polarisation
planaire de Trc et msn appuie cette hypothése (Lewellyn et al., 2013), cependant la localisation de

Fry en apical ne permet pas de construire un modeéle simple de leur fonctionnement.

5- Oscillations basales de I'actomyosine

L'optimisation de milieu de culture pour maintenir les follicules en vie in vitro (Prasad et al., 2007) a
permis le développement de I'imagerie « live » et avec elle, I'arrivée de nouvelles observations. La
premiere fut rapportée par He et al., 2010, qui ont proposé un role actif des fibres d’actine basales
dans I’élongation des follicules. Il a été décrit qu’a partir du stade 9 et jusqu’a la fin du stade 10B, le
domaine basal des cellules folliculaires effectuait des oscillations de sa surface (Figure 34A). Ces
oscillations semblent se produire selon une vague allant de I'antérieur au postérieur (Figure 34B-F).
La variation de surface enregistrée est d’environ 20% par contraction avec une période d’environ 6
minutes. Contrairement aux pulsations précédant la constriction apicale décrites durant la
gastrulation chez la drosophile, ou la surface apicale diminue a chaque contraction, ici la surface
basale reste stable au cours du temps. Une autre propriété de ces oscillations réside dans leur
anisotropie ; en effet il a été mesuré que la variation de surface était cinq fois plus importante selon
I'axe DV que selon I'axe AP. Au niveau moléculaire, ces oscillations sont corrélées a un
enrichissement en myosine Il au niveau basal, s’organisant le long des fibres d’actine et précédant
chaque pulsation. La myosine Il est donc le moteur de ces pulsations et le cytosquelette d’actine sert
de structure pour la contraction. En effet un traitement a la cytochalasine D, qui déstabilise I'actine,
bloque I'enrichissement périodique en myosine ainsi que les oscillations basales. L’activation de la
myosine |l passe par la voie Rho-Rok et se fait de maniere cellulaire autonome, la perte de fonction
de Rhol ou I'expression d’'une forme constitutivement active entrainant respectivement une perte
de la myosine basale ou un enrichissement constant. Enfin comme il avait été décrit précédemment,
le role des intégrines dans I'élongation a été confirmé, indirectement, par la perte de fonction du

géne codant la protéine Talin et par I’expression d’une forme constitutivement active de Paxilin dans
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Figure 35: Les follicules effectuent des rotations autour de leur axe antéro-postérieur

Images d’un follicule vivant filmé pendant 40 minutes. Les cellules marquées en blanc sont suivies et
migrent vers le bas. L'ensemble du follicule effectue une rotation autour de son axe long. Extrait de
Bilder et Haigo, 2012




toutes les cellules folliculaires. Ces deux protéines se lient aux intégrines et favorisent la liaison
cellule-ECM. La perte de fonction de Talin augmente la fréquence d’oscillation mais diminue
I'amplitude et la quantité de myosine basale et entraine des ceufs arrondis. A I'inverse, le gain de
fonction de Paxilin diminue la fréquence des oscillations, augmente I'amplitude et la quantité de

myosine basale et résulte dans des ceufs plus allongés.

Plusieurs questions se posent a la suite de ces observations, notamment quel est le signal qui
déclenche ces oscillations. Une hypothése est que la voie Rho-Rok serait activée directement en
réponse aux tensions, ces tensions étant générées par la croissance de la lignée germinale (Koride et
al.,, 2014). A partir de cette hypothése les auteurs ont créé un modeéle biophysique des pulsations
retranscrivant certaines des observations décrites, notamment I'asynchronie des oscillations entre
chaque cellule, I'aspect cellulaire autonome ou le réle de I'adhésion a la matrice sur la période. Une
autre question importante se pose : comment des pulsations qui n’altérent pas la forme des cellules
peuvent influencer la forme du tissu ? Une hypothése serait que les oscillations maintiendraient une
tension de la part des cellules folliculaires sur les cellules germinales, préférentiellement selon I'axe
DV, entrainant I’expansion de la lignée germinale le long de I'axe AP, correspondant a I'hypothese du
corset moléculaire décrite précédemment. Etant donné qu’une augmentation de I'adhésion entre les
cellules folliculaires et I'ECM induit une plus forte élongation des ceufs, il semblerait que 'ECM puisse

contribuer a la formation de ce corset moléculaire.

6- Révolution du follicule ovarien

Une des plus intrigante observation effectuée ces dernieres années sur le follicule ovarien de
drosophile est le mouvement de rotation décrit par Haigo and Bilder, 2011. En effet, ces auteurs ont
montré que les cellules folliculaires tournaient autour de I'axe long du follicule (Figure 35). Ils ont
montré que les cellules germinales effectuent ces mémes rotations, alors que la matrice
extracellulaire, elle, reste immobile. Le choix de la chiralité du mouvement semble stochastique, 50%

des follicules tournant vers la droite, 50% tournant vers la gauche quelle que soit I'orientation des
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Figure 36: La rotation commence dés le stade 1 et se déroule suivant deux phases

Quantification de la vitesse de migration (ordonné) de follicules de stades 1 a 6. Chaque point
représente un follicule. Des stades 1 a 5 la vitesse de rotation est aux alentours de 0,3 um/min, a partir
du stade 6 la vitesse atteint environ 0,5 um/min. Extrait de Cetera et al, 2014




follicules antérieurs ou postérieurs. L'observation initiale fut que cette rotation commencait au stade
5 et se poursuivait jusqu’au début du stade 9, cependant des données plus récentes indiquent que ce
mouvement s’établit en deux phases (Cetera et al., 2014). Dés la sortie du germarium les follicules
tournent a une vitesse linéaire d’environ 0.3 um/min, jusqu’au stade 5, délimitant la premiére phase.
Du stade 6 a la fin du stade 8, la vitesse atteint environ 0.5 um/min. Toutes les observations

montrent que la rotation s’arréte au stade 9 (Figure 36).

a) Régulateurs connus de la rotation

Au niveau cellulaire, la présence de filopodes enrichis en protéine Enable (Ena) et de lamellipodes
riches en protéine du complexe SCAR révele la face avant des cellules. Des clones mutants pour Ena
conduisent a une diminution de I'actine apicale, basale et latérale dans les cellules mutantes (Baum
and Perrimon, 2001). Sa perte de fonction dans les cellules folliculaires conduit aussi a la perte des
filopodes mais ne semble avoir de conséquence, ni sur la rotation, ni sur I'élongation ni méme sur
I’orientation des fibres d’actine (Cetera et al., 2014). La perte des lamellipodes, en revanche, par un
RNAI contre SCAR ou contre la protéine Abelson interacting protein (Abi), bloque la rotation. Il est
intéressant de noter que la perte des lamellipodes dans peu de cellules ne bloque pas la rotation
globale du tissu, les cellules mutantes étant probablement entrainées par les autres et les fibres
d’actine basales restant correctement orientées. Ceci indique que les fibres d’actine basales peuvent

étre dissociées des protrusions d’actine permettant la rotation.

La découverte de ce mouvement de rotation a permis de réévaluer la localisation et le role des
différentes protéines planaires polarisées, intégrine-B, msn et Fat2. Ainsi le gene mys avait été décrit
comme nécessaire a la rotation, des clones mutants étant capables de bloquer la rotation (Haigo and
Bilder, 2011). Cependant le réle de I'intégrine-B semble plus versatile et lié a sa localisation a I'avant
des cellules par rapport au sens de la rotation (Figure 37A). En effet, la protéine msn se localise, elle,
a l'arriére des cellules folliculaires et a pour fonction de diminuer le niveau des intégrines a cet

endroit-la, probablement en augmentant leur turn-over, sans quoi la rotation est bloquée (Figure
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Figure 37: msn régule le niveau des intégrines, permettant la rotation

A/ La protéine intégrine-p (blanc) est enrichie dans les interfaces médiolatérales formant des lignes
paralleles a I'axe AP. A’/ Son enrichissement juste derriére les protrusions d’actines suggére sa
polarisation planaire a I'avant des cellules. B-B’/ L’expression d’une forme constitutivement active de
msn (vert) en clone diminue le niveau d’intégrine-B (rouge en B, blanc en B’). C/ Images d’un film d’un
follicule exprimant un ARNi contre msn en clone (cellules vertes). La perte de fonction de msn diminue
la vitesse de rotation des cellules par rapport aux sauvages (point blanc et bleu comparés au point
vert). D-D’/ La perte de fonction de msn résulte aussi en une élongation de I'arriere des cellules
(migration vers le bas). Extrait de Lewellyn et al, 2013




37B-C). Il est intéressant de constater que des clones perte de fonction de msn conduisent a la
formation de cellules tres allongées car I'avant de la cellule suit la rotation mais I'arriere reste ancré a
la matrice et ne bouge pas (Figure 37D-D’)(Lewellyn et al, 2013). En concordance avec ces données,
la perte d’une copie du géne mys entraine une légére augmentation de la vitesse de rotation par
rapport aux follicules sauvages et sauve partiellement le défaut de migration induit par la perte de

fonction de msn.

La protéine Fat2 est également planaire polarisée et il a été montré qu’elle se localisait sur une face
de la cellule. Il semblait donc évident que cette localisation vectorisée devait dépendre de la chiralité
de la rotation. Ceci a été formellement démontré par Viktorinova et Dahmann en 2013, qui ont
étudié le role des microtubules et de Fat2 dans la rotation. Ils ont pu montrer que les microtubules
présentaient une polarisation planaire comparable a celle de l'actine basale et que fat2 était
nécessaire a la polarisation correcte des microtubules. En outre, ils ont observé également que fat2
était nécessaire a la rotation de la méme maniére que pour I'organisation de I'actine basale : si les
clones mutants sont assez larges, la rotation est bloquée et les fibres d’actine sont désorganisées. Un
traitement a la colchicine, qui dépolymérise les microtubules, bloque la rotation au bout d’environ 4
heures, accompagnée d’une désorganisation de I'actine basale. De plus, la localisation de Fat2 est
perdue apres 2 heures de traitement, suggérant un role des microtubules dans la rotation et
I'organisation de l'actine. Cependant, un traitement a la latrunculine A, un inhibiteur de la
polymérisation de I'actine, bloque la rotation au bout d’une dizaine de minutes seulement, ce qui
laisse penser que les microtubules agissent sur la rotation indirectement a travers leur réle sur
I'actine. Il a également été décrit que la polymérisation des microtubules est orientée a I'inverse du
sens de la rotation, avec les extrémités plus pointant en direction de I'arriere des cellules dés le stade
4. Ainsi, ce comportement prédirait le sens de rotation des follicules car il précéderait le début de la
rotation. Cependant, aujourd’hui nous savons que la rotation commence avant le stade 4 ce qui
laisse penser que la chiralité de polymérisation des microtubules serait une conséquence de la
rotation.
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Figure 38: Les fibres d’actine basale se désorientent en absence d’actine branchée

Dans chaque cellule I'orientation moyenne des fibres d’actine est mesurée (indiquée par le trait
jaune). Pour chaque follicule le degré d’orientation moyen est calculé, 1 représente une orientation
perpendiculaire a I'axe AP, 0 une orientation paralléle. A/ Le degré d’orientation moyen de I'actine de
follicules sauvages diminue entre la sortie du germarium et le stade 3 puis remonte a partir du stade 5.
Des follicules exprimant un ARNi contre Abi n’effectuent pas de rotation et montrent des fibres
d’actine désorientées, le degré d’orientation diminue au cours du temps. B/ Quantification du degré
d’orientation de I'actine dans les ARNi Abi (courbe rouge) et dans des follicules controles (courbe
bleue). Le degré d’orientation des fibres diminue des stades 1 a 4 puis augmente jusqu’au stade 8. Au
contraire dans les ARNi Abi le degré d’orientation diminue jusqu’au stade 8 C/ La méme quantification
réalisée sur des mutants Fat2 dans lesquels la rotation n’a pas lieu montre la méme diminution que les
follicules exprimant I’ARNi Abi, suggérant que la rotation est nécessaire a |'orientation des fibres
d’actines basales. D’apres Cetera et al, 2014




b) Rdle de la rotation

Au-dela de la description du mécanisme de la rotation, la question de son rdole a évidemment été
abordée. Jusqu’a présent une absence de rotation a toujours été associée a la fois a une
désorganisation des fibres d’actine basales et a une absence d’élongation des ceufs. Ainsi ces trois
éléments semblent étroitement liés, cependant la question demeure de savoir lequel précede les
autres. Un début de réponse a été apporté récemment : la démonstration de la précocité de la
rotation, dés la sortie du germarium suggere que la rotation précéde I'élongation et la mise en place
des fibres d’actine (Cetera et al., 2014). En outre, il a été montré que dans des follicules mutants
pour fat2, dans lesquels la rotation est bloquée, le niveau d’alignement des fibres d’actine diminue
au cours du temps au lieu d’augmenter, suggérant que la rotation est nécessaire a I'alignement des
fibres (Figure 38). De plus, un traitement avec un inhibiteur du complexe Arp2/3, qui bloque la
rotation, entraine en une heure une désorientation importante des fibres d’actine, confirmant que la
rotation serait requise pour I'alignement et/ou le maintien de I'organisation des fibres. Cependant, a
partir du stade 6, le traitement a I'inhibiteur d’Arp2/3 n’entraine pas de défauts d’organisation des
fibres. De plus, a ce stade, la vitesse de rotation augmente, indiquant qu’un autre mécanisme
pourrait étre mis en place. Un rdle de la rotation serait donc d’orienter les fibres d’actine jusqu’au
stade 6. Un autre rbéle de la rotation est la mise en place de fibres de MEC organisées
perpendiculairement a lI'axe AP; le role supposé de ces fibres serait de renforcer le corset
moléculaire que forme I'actine basale, peut-étre en renforcant la polarisation de I'actine (Haigo and

Bilder, 2011).

7- La matrice extracellulaire joue un réle dans I'élongation

La matrice extracellulaire est souvent percue comme une structure stable, immuable servant de
support passif au développement des organes. Cependant différents exemples ont montré que la
forme de nombreux organes dépend de la composition et de la dynamique de leur matrice

extracellulaire, 'ECM jouant un réle plus actif dans la morphogenése (Morrissey and Sherwood,
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Figure 39: Fibres de matrice extracellulaire

A/ La MEC entourant les follicules est composée de Laminine formant des filaments orientés
perpendiculairement a I'axe AP au stade 8. B/ Des fibres de collagéne IV sont déposées selon le méme
patron que les fibres de Laminine et sont principalement visibles au stade 8. Extraits de Gutzeit et al,
1991 et Bilder et Haigo, 2012




2015). Or, il a été observé dans le follicule ovarien de drosophile une organisation particuliere des
trois composants majeurs de I'ECM de ce tissu que sont la laminine, le perlecan et le collagéne IV. Il a
initialement été identifié que la protéine laminine s’organisait en fibres perpendiculairement a I'axe
d’élongation des follicules et que ce motif était visible essentiellement entre les stades 6 et 10
(Figure 39A)(Gutzeit et al., 1991). La méme observation a été faite concernant le collagéne IV, dont
I'accumulation en fibres se fait entre les stades 6 et 8 et ces fibres sont maintenues jusqu’au stade 10
environ (Figure 39B)(Haigo and Bilder, 2011). Des fibres de perlecan sont également présentes au
stade 7, cependant la régulation du perlecan semble différente de celle du collagéne (Isabella and

Horne-Badovinac, 2015; Lerner et al., 2013).

a) Mise en place de la matrice extracellulaire

Le mécanisme de dépdt des principales protéines composant la MEC a été analysé ; '’ARNm du gene
Viking (Vkg), codant pour la sous-unité a2 du collagéne 1V, ainsi que 'ARNm de Laminin B1 sont
localisés au niveau d’'un compartiment basal du réticulum endoplasmique (RE). Les transcrits du géne
trol, codant pour le perlecan, eux, ne sont pas localisés dans ce méme compartiment basal,
suggérant une régulation différente. Cependant pour ces trois protéines, une méme voie impliquant
la protéine Crag, agissant comme GEF de la petite GTPase Rab10, est impliquée dans leur trafic au
niveau basal. La perte de fonction de Crag ou Rab10 induit une diminution de la quantité de MEC au
niveau basal et une accumulation ectopique de collagéne IV, perlecan et Laminine au niveau apical
(Figure 40A-E)(Denef et al., 2008; Lerner et al., 2013). Une autre voie de sécrétion de la MEC passe
par les hémocytes ovariens, situés a proximité des germariums, et le corps gras situé dans I'abdomen
qui sécreétent les composants de la MEC (Van De Bor et al., 2015). La contribution de ces deux types
cellulaires a surtout été étudiée dans la formation de la matrice autour du germarium, mais ils
pourraient contribuer a la formation de sa matrice durant le reste de I'ovogenese. Avant leur export
au niveau extracellulaire, les chaines de collagene sont prises en charge par la protéine Sparc, qui est

exprimée jusqu’au stade 5, ce qui favorise leur solubilité et leur passage a travers la MEC (Isabella
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Figure 40: Le trafic des protéines de la MEC nécessite Rab10 et SPARC

A-E/ Section transversale de follicules, 'apical des cellules est en haut, le basal en bas. A/ L’expression
d’un transgéne Rab10-YFP révele la présence de cette protéine au niveau basal. L'apical des cellules
folliculaires est indiqué par la ligne pointillée. B-D/ La perte de fonction de Rab10 par ARNi conduit a
une localisation ectopique de Vkg-GFP (B), Perlecan-GFP (Trol, C), et Laminine (D). E/ Dans des
follicules sauvages la protéine Vkg est exclusivement localisée au niveau basal. F-F’/ Vue dans le plan
basal d’un follicule surexprimant la protéine HA-SPARC (rouge) dans les cellules médiolatérales. E’/ La
protéine Collagéne-IV est enrichie au niveau des pdles ou n’est pas surexprimée SPARC. D’aprés Lerner
et al,2013 et Isabella et Horne-Badovinac, 2015




and Horne-Badovinac, 2015). A partir du stade 5, la diminution de Sparc est nécessaire pour
permettre le dépobt correct du collagene, mais pas celui du perlecan (Figure 40F-F’). On peut donc
distinguer deux phases dans la sécrétion du collageéne et si la protéine Sparc est maintenue en grande
quantité le collagéne reste soluble et n’est pas déposé autour des follicules. Cette étude a démontré
une voie par laquelle la matrice pouvait étre sécrétée, mais n’a pas été en mesure de dissocier la

formation des fibres de la sécrétion de I’ensemble de la matrice.

b) Rble de 'ECM sur I’élongation

La majeure partie des genes impliqués dans la mise en place de la matrice ont été identifiés car leur
mutation entraine des défauts d’élongation des ceufs, indiquant un réle dans I'élongation.
L’hypothese proposée par Haigo et Bilder, est que les fibres de matrices jouent le role de corset
moléculaire. Leur orientation perpendiculaire a I'axe AP entraine une résistance a la pression exercée
par la lignée germinale préférentiellement selon I'axe DV que selon I'axe AP résultant ainsi en une
augmentation de I’AR. Cette hypothése est appuyée par la génération de grands clones mutants pour
le gene Vkg, conduisant a la formation d’ceufs arrondis. Un traitement a la collagénase, qui détruit en
grande partie la MEC, conduit aussi a un arrondissement des follicules, essentiellement apres le
stade 10. Etonnamment c’est aussi au stade 10 que I'effet de la perte de fonction de Vkg commence
a se voir sur I’élongation des follicules. Or a partir de ce stade, les fibres de collagénes sont largement
moins visibles qu’au stade 8 notamment. Dans les deux expériences précédentes, la totalité de la
matrice est affectée, pas seulement les fibres ; ainsi il est difficile de conclure quant au réle précis de
ces fibres et d’'un éventuel corset moléculaire. En revanche il parait probable que la matrice, d’'une

maniere générale, joue un role de maintien de la forme des follicules a partir du stade 10 environ.

c) Role de I'ECM sur la rotation

Un autre role des fibres de matrice, pouvant jouer indirectement un role sur I'élongation, semble
étre dans le maintien des fibres d’actine basales. En effet, un traitement a la collagénase abroge

totalement les fibres d’actine des cellules, conduisant a I’hypothése que les fibres de matrice servent
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Figure 41: Schéma récapitulatif des principaux événements associés a I’élongation

Fat2, initialement localisée en apical, est nécessaire a la rotation. La premiéere phase de rotation lente
permet |'orientation correcte des fibres de stress basales. Au stade 5 les fibres sont alignées
perpendiculairement a I'axe AP. La rotation est également nécessaire au dépot de fibres de MEC
visibles a partir du stade 6 qui marque le début d’une phase de rotation rapide indépendante de
I’orientation de I’actine. Au stade 8 la rotation cesse, les fibres de MEC sont maintenues jusqu’au stade
12. Les oscillations basales des cellules contribuent a I’élongation entre les stades 9 et 10. Aux stades
11 et 12 une double réorientation de I’actine basale se produit.




de support aux fibres d’actine. De plus, la vitesse de rotation augmente au stade 6, stade a partir

duquel les fibres de matrices sont visibles. Il a été décrit que des cellules épithéliales de mammifere

cultivées sur des supports contenant des lignes de matrices paralleles, alignaient leurs protrusions le
long de ces lignes et que leur vitesse de migration augmentait (Londono et al., 2014; Teixeira et al.,
2003), ce qui correspond fortement au comportement des cellules folliculaires. De plus des follicules
contenant de grands clones mutants pour Vkg voient leur rotation bloquée au stade 7. Cependant,

on ne sait pas si les fibres de matrice sont requises ou si simplement la matrice, d’'une maniere

générale, est nécessaire a la rotation.

8- Comment intégrer ces données

La description de I'élongation du follicule, qui a été faite jusqu’a présent, laisse apparaitre trois
acteurs principaux ; la rotation, les fibres d’actine basales et les fibres de matrices. A I'heure actuelle
il semble que la rotation soit antérieure a I'ensemble des autres acteurs. Elle permettrait
I'alignement correct des fibres d’actine, puis la mise en place de fibres de matrices. Ces fibres de
matrice supporteraient a partir du stade 6 les fibres d’actine, les deux agissant comme un corset
moléculaire permettant I'élongation. A partir du stade 9, les oscillations basales contribuent a
I’élongation, probablement en augmentant la résistance du corset d’actine (Figure 41). Cependant,
jusqu’a présent, il n’a pas été possible par des moyens génétiques, de dissocier la rotation de
I'orientation des fibres d’actine, de matrice et de I’élongation ce qui ne permet pas réellement de
placer 'un en amont de I'autre. Ainsi I'’étude de nouveaux mutants affectant I’élongation, ou la
réévaluation de mutants déja connus, a la lumiere des connaissances actuelles pourrait permettre de
répondre a cette question. De plus, d’autres questions restent également en suspens. Tout d’abord,
guels sont les signaux permettant de définir I'axe d’élongation et de polarisation du follicule ? Est-ce
la MEC en général ou les fibres en particulier qui jouent le réle de corset moléculaire, agissant
comme une force contraignant la croissance ? Enfin, quel(s) est/sont le(s) comportement(s)

cellulaire(s) associé(s) a I'élongation du follicule ovarien ?
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Resultats






- Contexte de I'étude et chronologie des travaux

Au début de ma theése, la rotation du follicule venait d’étre publiée, ainsi que le modéle du corset
moléculaire exercé par les fibres de collagene (Haigo and Bilder, 2011). En outre, toutes les données
bibliographiques indiquaient que I’élongation passait uniquement par le domaine basal des cellules
folliculaires. Ainsi en analysant les trois parameétres requis pour [|’élongation et définis en
introduction, que sont, le signal, la force et le comportement cellulaire, seule la force était évoquée.
Le signal était inconnu, bien que le réle des cellules polaires comme centre polarisateur des fibres
d’actine avait été mentionné (Frydman and Spradling, 2001). La force présumée était donc celle
exercée par la croissance de la lignée germinale contrainte par le corset moléculaire. Le
comportement cellulaire n’avait pas été étudié et il était évoqué que ni les divisions ni I'élongation
cellulaire ne contribuaient a I’élongation folliculaire, cependant aucune donnée quantitative n’avait
été produite (Haigo and Bilder, 2011). Ainsi deux objectifs majeurs se dégageaient au début de ma
these, déterminer le signal d’élongation et déterminer le(s) comportement(s) cellulaire(s) associé(s).
L’objectif était également d’obtenir une vision intégrant les trois paramétres et la relation entre ces
parameétres. Nous nous sommes également focalisés sur I'ovogenése jusqu’au stade 8 car a partir du
stade 9 de nombreux changements de forme des cellules se produisent compliquant fortement

I'analyse des comportements cellulaires.

La majorité de mes résultats de thése sont présentés sous la forme d’un article actuellement soumis.
Cet article est intitulé : Tissue elongation induced by a morphogen-dependent gradient of apical
contractility. Nous avons mis en évidence que I'élongation du follicule ovarien se fait en au moins
trois phases distinctes et nous nous sommes intéressés plus particulierement a la premiere phase qui
n’avait pas été décrite. J'ai pu mettre en évidence que les cellules polaires étaient requises pour
définir I'axe d’élongation et que le signal permettant I’élongation était I’activation en gradient de la
voie Jak-Stat. L’activation de Stat se restreint progressivement aux pdles du follicule et les cellules

folliculaires effectuent des pulsations apicales selon le méme gradient et de maniere dépendante de
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Jak-Stat. Au niveau cellulaire, les cellules s’intercalent préférentiellement selon I'axe AP et les cellules
situées aux podles présentent une surface apicale réduite par rapport aux cellules situées sur le coté.

Nous proposons que le gradient de pulsation agisse comme une force de traction sur I'ensemble des

cellules folliculaires dirigeant I’élongation AP. Cette élongation serait stabilisée par I'intercalation des
cellules et leur changement. Ce modele permet d’expliquer comment un gradient de morphogene,

agissant via un facteur de transcription peut allonger un tissu sans nécessiter la mise en place d’une

polarité planaire.

D’un point de vue chronologique, nous avons d’abord étudié le comportement cellulaire de follicules
sauvages, révélant rapidement que I’'élongation cellulaire et probablement I'orientation des divisions
cellulaires, ne contribuent pas a I'élongation. Bien que visualiser la présence d’intercalation cellulaire
sur des follicules vivants se soit révélé difficile a cause de la rotation et de la faible élongation des
follicules en culture, j'ai pu montrer indirectement que les cellules s’intercalent préférentiellement

selon I’axe AP entre les stades 6 et 8.

En paralléle nous avons étudié des mutants connus comme affectant I'élongation. Dans un premier
temps nous n’avons pas pu obtenir de follicules ronds en générant des clones mutants mys,
contrairement a ce qui était publié par Bateman et al.,, 2001 et Haigo and Bilder, 2011, mais en
accord avec Delon and Brown, 2009. Nous nous sommes tournés vers le mutant pak, décrit
également comme donnant des follicules ronds précocement. L'étude de ce mutant a révélé un
défaut de positionnement des cellules polaires. En changeant les conditions de génération de clones
mutants mys (voir discussion), j’ai finalement obtenu des follicules ronds, présentant des défauts de
positionnement des cellules polaires semblables a ceux des mutants pak. J’ai ensuite déterminé que

les cellules polaires définissent I'axe d’élongation par la sécrétion du ligand de la voie Jak-Stat.

Au sein de I'équipe, le réle des protéines Dystrophine (Dys) et Dystroglycan (Dg) était étudié avant
mon arrivée. |l avait été observé que des mouches mutantes pour ces genes pondent des ceufs

arrondis et qu’aucune fibre de matrice extracellulaire n’est présente dans ces mutants. J’ai mesuré
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I'aspect ratio des follicules mutants a tous les stades de I'ovogenése ce qui a révélé que le corset
moléculaire formé par ces fibres ne joue pas de réle majeur dans |'élongation jusqu’au stade 12. En
2013, la publication que les mutants Fat2 n’effectuent pas de rotation nous a poussés a analyser la
courbe d’élongation de ces mutants au cours de l'ovogenése. Les mutants Fat2 s’allongeant
correctement jusqu’au stade 7, cette analyse nous a permis d’établir qu’il existe au moins trois
phases d’élongation successives et que |’élongation et la rotation sont indépendantes lors de la

premiere phase.

Nous avions donc répondu aux deux questions du début de ma these, concernant le signal et le
comportement cellulaire pour la phase d’élongation précoce. Cependant le corset moléculaire ne
jouant pas de role durant les stades précoces, aucune donnée concernant la force responsable de
cette phase de I'’élongation n’était disponible. Or, au cours des tentatives de visualisation de
I'intercalation cellulaire dans des follicules vivants, nous avons observé que les cellules effectuent
des pulsations au niveau de leur surface apicale. Cette observation nous a poussés a explorer le role

de ces pulsations comme force de I’élongation précoce.

- Tissue elongation induced by a morphogen-dependent gradient of apical

contractility

Voir article ci-apres.
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1700 Fribourg, SWITZERLAND

Abstract

Tissue elongation and its control by spatiotemporal signals is a major developmental
question. Currently, it is thought that Drosophila ovarian follicular epithelium elongation
requires the planar polarization of the basal domain cytoskeleton and of the extra-cellular
matrix, associated with a dynamic process of rotation around the anteroposterior axis. Here
we show, by careful kinetic analysis of Dystrophin,Dystroglycan and fat2 mutants that
neither basal planar polarization nor rotation is required during a first phase of follicle
elongation. Conversely, a JAK-STAT signalling gradient from each follicle pole orients early
elongation. JAK-STAT controls apical pulses, and Myosin Il activity inhibition affects both
pulses and early elongation. Early elongation is associated with apical constriction at the
poles and oriented cell rearrangements, but without any visible planar cell polarization of
the apical domain. Thus, a gradient of apical contractility controlled by a morphogen can

trigger epithelial tissue elongation without planar cell polarity requirement.
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Tissue elongation is an essential morphogenetic process that occurs
during the development of almost any organ. Therefore, uncovering the
underlying molecular, cellular and tissue mechanisms is an important
challenge. Schematically, tissue elongation relies on at least three
determinants. First, the elongation axis must be defined by a directional
cue that usually leads to planar cell polarization of the elongating tissue.
Second, a force producing machinery must drive the elongation and this
force can be generated intrinsically by the cells within the elongating
tissue and/or extrinsically by the surrounding tissues. Finally, such force
induces tissue elongation via different cellular behaviours, such as cell
intercalation, cell shape modification, cell migration or ori ented cell
division. This is exemplified by germband extension in Drosophila embryo
where Toll receptors induce Myosin II planar polarization, which drives cell

rearrangements ™.

In the last years, Drosophila egg chamber development has

emerged as a powerful model to study tissue elongation °°

. Each egg
chamber (or follicle) consists of a germline cyst that includes the oocyte,
surrounded by the follicular epithelium (FE), a monolayer of somatic cells.
The FE apical domain faces the germ cells, while the basal domain is in
contact with the basement membrane. Initially, a follicle is a small sphere
that progressively elongates along the anterior-posterior (AP) axis, which
becomes 2.5 times longer than the mediolateral axis (aspect ratio (AR) =
2.5), prefiguring the shape of the fly embryo. All the available genetics
data indicate that follicle elongation relies on the FE. Specifically, along
the FE basal domain F-actin filaments and microtubules become oriented
perpendicularly to the follicle AP axis. The cytoskeleton planar polarization
depends on the atypical cadherin Fat2 via an unknown mechanism 78,
Fat2 is also required for the dynamic process of follicle rotation around its
AP axis until stage 8 of follicle development. This triggers the polarized
deposition of extracellular matrix (ECM) fibres. The current models

propose that these fibres act asa molecular corset to mechanically
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Figure 1: Early elongation is independent of basal planar polarization and rotation

a to c) Lateral view of WT, Dys and Dg null mutant eggs. Mutants are shorter and wider. Scale bars
:100 pm

d to f) Basal view of the ECM visualized with the Viking-GFP trap in stage 8 WT, Dys and Dg mutant
follicles. Bright and long fibres can be observed in the WT follicle, whereas they are almost absent in
the mutants. Scale bars :10 um

g) WT ovariole illustrating follicle elongation during the early stages of oogenesis (stage 2 to 6). Scale
bar :10 um

h) Elongation kinetics of WT follicles and Dg, Dys and Fat2 mutants. Vertical dashed lines separate the
three phases of elongation: early (stage 3 to 7), intermediate (stage 8 to 12) and late (stage 13 to 14).
i) j) Elongation in stage 6 (i) Dg and (j) Fat2 mutant follicles is normal (compare with the stage 6 WT
follicle in (g)). St, stage.




constrain follicle growth along the AP axis during follicle development °.
Follicle rotation also promotes F-actin planar polarization 1°. After the end
of follicle rotation, F-actin remains polarized in the AP plane during stage 9
to 11 and follicular cells (FCs) undergo oriented basal oscillations that are
generated by the contractile activity of stress fibres attached to the
basement membrane ECM via integrins 11. However, it is still unknown how
the follicle elongation axis is defined and how FCs behave during this

process.

Results

Follicle elongation consists of three successive, mechanistically
distinct phases

Elongation of the Drosophila follicle implicates many components of the
basal domain protein network. Therefore, we checked whether the
Dystroglycan (Dg) -Associated Protein Complex (DAPC) could be involved
in this process. Dg is a transmembrane protein that interacts with the ECM

12, 0n the intracellular side, Dg binds to

proteins Laminin and Perlecan
Dystrophin (Dys), a large protein that directly links the complex to the
actin cytoskeleton. Both Drosophila Dg and Dys null mutants are
homozygous viable 3. Mature eggs from Dg and Dys mutant females were
shorter and wider (Fig la-c) with an AR of 2 compared with 2.5 in wild
type (WT) follicles (Fig Sla-c). Analysis of the elongation kinetics in
mutant and WT follicles indicated that such morphological differences
appeared mainly during the later stages of oogenesis (stages 12 to
14)(Fig 1g-i).

Rotation velocity was not significant different in Dg mutant and WT
follicles (Fig S1d). Analysis of ECM deposition using Viking-GFP (a GFP
protein trap inserted in Viking, one of the two genes encoding collagen IV)
showed normally high levels of GFP accumulation at the basement
membrane in both Dys and Dg mutant follicles (Fig Sle-g). However, no
or very few collagen fibres were observed compared with WT follicles (Fig

1d-f). Similar results were obtained at all stages of follicle development
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Figure S1

a-c) Quantification of (a) the AP axis length (b) the mediolateral axis length and (c) the aspect ratio of
wild type (WT) and Dg and Dys null mutant mature eggs (p *< 0.05, **<0.01, ***<0.001).

d) Rotation velocity of heterozygous (control) or homozygous Dg mutant follicles (stage 6-7).

e-e”’) Optical cross-section of stage 7 WT and Dg and Dys null mutant follicles that express Vkg-GFP
and stained for F-actin.




(not shown). These findings indicate that, although Dys and Dg mutant
follicles still rotate and collagen is secreted, the DAPC is required for ECM
polarization. We then analysed the follicle elongation kinetics in fat2 null
mutants that show a strong round egg phenotype. Although, Fat2 is
required for egg chamber rotation until stage 8, follicle elongation was
normal in fat2 null mutants during the first stages (3 to 7) with an AR of
1.6 (Fig 1h,j). Altogether, these results indicate that at least three
mechanistically distinct phases of follicle elongation can be distinguished:
an early one (stage 3 to 7) that is independent of fat2, rotation and ECM
basal polarization, an intermediate phase (stage 8 to 12) that requires
fat2, and a late one (stage 13 to 14) that involves the DAPC.

Polar cells define the axis of early elongation

To try to identify the mechanism regulating the early phase of follicle
elongation, we first analysed trans-heterozygous pak mutants, which have
very round follicles in early stages '* and fig. 2a-b). The pak gene encodes
a Pak family serine/threonine kinase that localizes at the FE basal domain.
pak mutants also show many other abnormalities, such as the presence of
more than one germline cyst and abnormal interfollicular filaments !> and
not shown). These strong defects prompted us to analyse polar cell
localization using Faslll, a polar cell marker. Polar cells are pairs of cells
that differentiate very early and are initially required for germline cyst
encapsulation. They also play the role of organizing centre for the
differentiation of FC sub-populations during mid-oogenesis '*7. In WT
follicles, polar cells were localized at the follicle AP axis extremities (Fig
2a). Conversely, in pak mutants, the two polar cell clusters were close to
each other or even fused together (Fig 2b). This suggests that pak is
required for polar cell positioning, which in turn could play a role in
defining the elongation axis. Some dominant suppressors of the pak
elongation defect have been identified, including PDGF- and VEGF-
receptor related (Pvr), although the reason for this suppression is

unknown 8. By using flies heterozygous for a Pvr allele, we observed that
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Figure 2: Polar cells determine the early elongation axis

a) Optical cross-section of a stage 7 WT follicle stained with Faslll, a polar cell marker (white), and F-
actin (red).

b) Z-projection of a pak mutant ovariole. Round follicles have only one cluster of polar cells (stage 5
and 8 follicles) or two non-diametrically opposed clusters (stage 3 follicle).

c) Removing a copy of Pvr restores early elongation and polar cell position in Pak mutants.

d) Planar view of a mys mutant clone (GFP-negative) in a stage 9 mosaic follicle showing normal polar
cell positioning and no elongation defect.

e) Planar view of a mys mutant clone (GFP-negative) in a stage 8 mosaic follicle with both polar cell
positioning and early elongation defects.

f) Optical cross-section of a stage 6 follicle with a mutant clone for eya (red arrows). This follicle has
only a single cluster of polar cells that is not localized along the AP axis, which could be determined
based on the position of the adjacent follicles and stalk cells (yellow arrowheads). Note that the follicle
is elongated at the pole defined by the misplaced polar cells and that the hemisphere without polar
cells (below the dashed line) is round.

Faslll Stage 8

b |
EE
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Figure S2:

a) Planar view of a stage 7 follicle containing a mys mutant clone (GFP-negative) and a single cluster of
polar cells containing mutant cells (red arrow) and showing an elongation defect.

b) Optical cross-section of a stage 8 follicle with a mutant clone for eya fused with WT, but
mislocalized, anterior polar cells (yellow arrowhead). The posterior polar cell cluster is correctly
localized (red arrow).

c) Optical cross-section of a stage 8 follicle with eya mutant clones and WT, correctly localized polar
cells (red arrows) showing an elongation defect.




at early stages, rescue of elongation in pak mutants was strictly correlated
with normal positioning of polar cells, suggesting a link between polar cell
positioning and early elongation (Fig 2c).

Although it has not been fully demonstrated in this context, Pak often
works as part of the integrin signalling network and mosaic follicles
containing FC clones mutant for mys, which encodes the main fly B-
integrin subunit, also show a round follicle phenotype at early stages °.
We noticed that in some mys mutant clones, polar cells were
mispositioned, a defect generally observed when at least one polar cell is
mutant. As observed in pak mutants, the two polar cell clusters were not
diametrically opposed and could be even fused together (Fig 2e, S2a).
Importantly, the polar cell positioning defect was strictly associated with
the round follicle phenotype (n=15). Conversely, in mosaic follicles, even
with large mutant clones, in which polar cell positioning was not affected,
the round egg phenotype was never observed at early stages (n=18) (Fig
2d). Thus, we assume that pak and mys mutants affect the early phase of
elongation indirectly and that polar cells are required to define the follicle
elongation axis. To test this hypothesis, we tried to induce ectopic polar
cells by using mutant clones for eya (a key repressor of polar cell fate), as

previously described, with variable and complex results *°.

First, we
obtained mosaic follicles in which the two WT polar cell clusters were not
disturbed, but elongation was affected when the mutant clones were
localized on the lateral side of the follicle (Fig S2c). We also obtained
mosaic follicles in which mutant clones were localized near a pole and
seemed to attract WT polar cells. The consequent mislocalization of polar
cells affected follicle elongation, especially at that pole (Fig S2b). Finally,
we detected follicles with a single polar cell cluster that contained both WT
and mutant cells (Fig 2f). In this case, polar cells could be localized
perpendicularly to their normal position and elongation occurred along an
axis that was perpendicular to the AP axis. Moreover, elongation was

limited to the half of the follicle containing the polar cell cluster.
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Figure 3: Upd is a polarizing cue for early elongation

a) Optical cross-section of a WT stage 7 follicle stained with FaslIl (polar cell marker, white) and F-actin
(red).

b) Expression of the 10xStatGFP reporter showing the progressive formation of a STAT gradient at each
pole.

Only early elongation, but not polar cell position, is affected by knocking down c) Upd, specifically in
the polar cells, d) Hop, in all follicular cells e) Stat, in the anterior and posterior cells. f) After clonal
knock-down of Hop (GFP-positive cells), an elongation defect is observed only in the hemisphere
covered by the clone.

Early elongation is also affected by g) clonal ectopic expression of Upd (GFP-positive cells) and by h)
expression of a Hop gain of function mutant in all follicular cells.

i) Quantification of the AR in WT and the different JAK-STAT mutants (loss and gain of function) during
early and intermediate stages of elongation (p *< 0.05, **<0.01, ***<0.001)




Altogether these results show that polar cells define the elongation axis in

each follicle.

A JAK-STAT gradient from the poles is the cue for early elongation
Once the follicle is formed, polar cells are important for the differentiation
of the surrounding FCs. From stage 9 of oogenesis, FCs change their
morphology upon secretion of Unpaired (Upd), a ligand for the JAK-STAT
pathway 2°2!, by polar cells. To identify the FCs in which the JAK-STAT
pathway is active, we used a reporter construct in which GFP transgene
expression is controlled by STAT binding to binding repeat elements in the
promoter, and found that during the early stages of oogenesis, the
pathway was active in all FCs, except polar cells (*? and Fig 3b). Moreover,
we observed differences in GFP expression level (and thus STAT activity)
between the poles and the mediolateral region, starting at about stage 3,
concomitantly with the beginning of elongation. At later stages (6 to 8),
this led to the formation of a gradient of STAT activity, as indicated by the
strong GFP expression at each pole and the very weak or no signal in the
large mediolateral part of each follicle. Thus, the spatiotemporal pattern of
JAK-STAT activation is consistent with a potential role of this pathway in
follicle elongation.

The key role of JAK-STAT signalling during follicle formation precluded the
analysis of elongation defects in large null mutant clones 3. Therefore, we
knocked-down Upd by RNAI, in all FCs (Tj:Gal4) or specifically in polar
cells (Upd:Gal4), and then analysed only follicles that contained one
germline cyst and correctly placed polar cells. At early stages, such
follicles were significantly rounder than WT follicles (Fig 3a,c,i). Knock-
down in FCs of the downstream kinase Jak, encoded by hopscotch (hop),
and of STAT92E gave a similar, but stronger phenotype (Fig 3d,e,i). These
are the first examples of loss of function with an effect only on early
elongation and not on polar cell positioning. Moreover, clonal analysis
showed that when a hop knock-down clone covered most of the polar

region of a follicle, it induced a cell-autonomous effect whereby half follicle
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Figure 4: JAK-STAT drives apical pulses

a) to c) images from movies of the mediolateral region of (a) stage 3 and (b) stage 7 BAZ-GFP
expressing follicles, or (c) of the area near the polar cells (red arrowheads) at stage 7.

d) Surface variation of individual cells (examples shown in a to c) in function of time.

e) Mean percentage of apical surface variation in the mediolateral region relative to the follicle length
(indicated as stages).

f) Mean percentage of apical surface variation in the mediolateral region of stage 3 to 5 follicles for the
indicated genotypes.

g) Colour-coding of pulse intensity of a representative stage 7 follicle (tilted view from the pole, see
schematic image in i) reveals an intensity gradient from the polar cells (in green).

h) Pulsing activity of individual cells from five stage 7 follicles (n=441 cells) relative to their distance
from the polar cells (tilted view from the pole).




remained round and the other half (WT) had the ovoid shape of an
elongated follicle (Fig 3f). These results indicate that Upd secreted by
polar cells and JAK-STAT activation in FCs are both required for follicle
elongation. Moreover, clonal ectopic Upd overexpression completely
blocked follicle elongation, without affecting polar cell positioning (Fig 3g),
demonstrating that Upd is the sighal that defines the elongation axis and
not only a prerequisite for it. Similarly, general or clonal expression of
Tum

Hop
(Fig 3h,i and not shown). Thus, spatial control of the JAK-STAT pathway

, @ Hop gain of function mutation, also affected follicle elongation

activation is required for follicle elongation. Altogether, these results show
that Upd secretion by polar cells and the subsequent gradient of JAK-STAT
activation act as developmental cues to define the follicle elongation axis

during the early stages of oogenesis.

JAK-STAT induces a gradient of apical pulses

We then wanted to understand how JAK-STAT induces early elongation.
Our results suggest that the FE basal domain and ECM are not involved
during the early stages. Thus, we focused on the apical domain. Based on
the JAK-STAT activity gradient we hypothesized that cells in the
mediolateral part of the follicles should progressively change their
behaviour during follicle growth. We therefore, used a GFP trap line for
Bazooka (Baz-GFP), which concentrates at the zonula adherens, to mark
the periphery of the apical domain, and monitored the mediolateral region
of stage 3 and 7 follicles. At stage 3, cells underwent contractions and
relaxations asynchronously (Fig 4a, Movie S1). Although we did not find a
clear period, the approximate duration of a pulse was about three
minutes. At stage 7, cells were less active (Movie S2). This different cell
behaviour was confirmed by monitoring the variation of the relative apical
surface of individual cells (40% at stage 3 and only about 15% in the
equatorial part at stage 7) (Fig 4a,b,d). Quantification of the average
variation of the mediolateral cell surface in a series of follicles indicated

that the pulsing amplitude gradually decreased from stage 3 to stage 8
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Figure 5: Myosin Il is required for pulses and early elongation

a) Fluorescence video-microscopy images of a stage 4 WT follicle that expresses BAZ-GFP and Sgh-
mCherry. b) Higher magnification of the area highlighted in (a) showing a pulsing cell. c) Quantification
of the cell apical surface (green) in the cell shown in (b) and of Sgh signal intensity in the apical area
(red) over time.

d) Quantification of the length variation of the follicle cells AP and mediolateral axes during pulses
indicates that pulses are isotropic.

e) Incubation with the Rok inhibitor Y-27632 strongly reduces pulse activity in stages 3 to 5 WT
follicles.

f) Apical expression of phosphorylated Sgh (pSqh, green in f and white in ) is reduced in a mutant
Stat92E clone (RFP-negative) at stage 3 follicle.

g) WT and h) sgh knock-down stage 7 follicles stained for F-actin (red) and Faslll (white).

i) AR quantification in WT or sqh knock-down follicles during the early elongation phase. (p *< 0.05,
**<0.01, ***<0.001)




(Fig 4e). Moreover, we managed to image the poles of stage 6 to 8
follicles. Analysis of individual FCs close to the polar cells showed that the
pulse activity was still high at the poles also at these later stages (Fig
4c,d, Movie S3). Finally, the analysis of slightly tilted follicles (Fig 4i)
clearly revealed the existence of a pulse intensity gradient emanating
from the pole (Fig 4g-h). These results indicate that pulse intensity is
correlated in space and time with the JAK-STAT activity gradient.
Moreover, the cell pulse amplitude was significantly reduced in hop or Upd
RNAi stage 3 to 5 follicles (Fig 4f, Movie S4), indicating that JAK-STAT

controls the FC apical pulsatory activity.

MyosinII activity drives apical pulses and early elongation

Our findings indicate that the apical pulses observed during oogenesis are
dependent on the JAK-STAT pathway activity, like early elongation. In
Drosophila, apical pulses are usually driven by a transitory medio-apical
recruitment of actomyosin %*. Accordingly, spaghetti squash (Sgh), Myosin
IT regulatory subunit, transiently accumulated at the apical side of FCs
(Fig 5a,b, Movie S5). As expected, Sgh accumulation was correlated with
the reduction of the apical surface (Fig. 5c). Moreover, when MyosinII
activity was inhibited by incubating follicles with Y-27632, an inhibitor of
the Rho kinase (rok), pulse activity was significantly reduced (Fig 5c,e).
Thus, FC apical pulses are Myosin II-dependent and quantification of axis
length variations indicated that these pulses were isotropic (Fig 5d).

We also observed that the apical levels of the Myosin II active form,
visualized by its phosphorylation, is reduced in STAT null mutant clones on
young follicles (Fig 5f). This result confirms the link between JAK-STAT
activity, Myosin II apical recruitment and FC pulses. Partial sgh loss of
function in all FCs led to a significant decrease in the follicle AR from stage
4 (Fig 5g-i), strongly suggesting that apical isotropic FC pulses are the

force-generating mechanism that drives early elongation.
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Figure 6: Follicular cells undergo apical constriction and polarized intercalation

a) Schematic figure showing how the progressive restriction of JAK-STAT- dependent cell pulsing
exclusively to the follicle poles induces a pulling force at each extremity.

b) Fixed stage 7 WT follicle that expresses GFP-Baz and Sgh-mCherry

c¢) Quantification of the relative BAZ-GFP and Sgh-mCherry signal intensity in cell bounds in function of
their angle relative to the AP axis (n=44 follicles).

d) Cell surface progressively decreases in follicle cells close to the apical region; shown a stage 7 follicle
tilted as in Fig 4i. Red arrowheads indicate polar cells; colour scale shows cell surface variations.

e) Quantification of the relative cell surface (smallest cell = 1) in function of the distance from polar
cells (n=10 stage 7 follicles, 1487 cells).

f) Number of cells in the plane of polar cells based on DE-Cad staining of stage 6 to 8 follicles in
function of the follicle AR.

g) AR and number of cells along the polar cell plane in representative stage (g) 6, (g’) 7 and (g”’) 8
follicles stained for DE-Cad.




Early elongation is associated with cell constriction and cell
intercalation

Based on these results, we hypothesized that the spatial restriction of
JAK-STAT activity and pulses to the poles creates a m echanical
disequilibrium in the follicle, with the poles behaving as a pulling force at
each follicle extremity and leading to its elongation (Fig 6a). As this
mechanism would not rely on the tissue planar cell polarization, we
investigated whether Myosin II and Baz showed exclusive cortical planar
polarization, as demonstrated for instance during germband extension %>,
However, we failed to detect any oriented enrichment of these proteins,
indicating the absence of apical planar cell polarization of the motor
generating early elongation (Fig 6b,c).

We then asked which cellular behaviour was associated with early
elongation. The simplest possibility would be that cells are stretched along
the AP axis. However, cells were actually slightly elongated
perpendicularly to the axis of elongation and this morphology did not
change significantly over time, indicating that this parameter does not
contribute to follicle elongation (Fig S3a-b). However, we observed a
significant reduction of the apical surface in cells at the poles compared
with more equatorial cells at stage 7 (Fig 6d). Thus, early elongation is
associated with partial cell constriction in the polar regions.

Alternatively, tissue tensions might induce oriented cell divisions. A movie
of mitosis in the FE shows that this orientation is really variable through
the different steps of the mitosis (fig S3c). We therefore quantified the
orientation of cytokinesis figures, which did not highlight any bias towards
the AP axis (Fig S3d). Finally, we asked whether early elongation could be
associated with cell intercalation. Analysis of fluorescence video-
microscopy images (Movie S6) gave inconclusive results because such
events are probably rare and slow and follicle rotation precludes their
reproducible observation. Therefore, we used an indirect method. As from
stage 6, follicle cells stop dividing and their number remains constant, we

counted the number of cells in the longest line of the AP axis (i.e., the
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Figure S3:

a) Orientation of cells with elongated shape in the mediolateral part of the follicle at the indicated
stages (the X axis corresponds to the AP axis).

b) Magnitude of the elongated cell shape according to the stage. Values correspond to an aspect ratio
between 1.1 and 1.2.

c) Fluorescence video-microscopy images of dividing wild type follicular cells that express H2A-RFP and
SPD2-GFP to mark the centrosomes (yellow arrowheads).

d) Orientation of cytokinetic figures (the X axis corresponds to AP axis).

e) Number of cells in the plane of polar cells based on DE-Cad staining of stage 6 to 8 follicles




follicle plane that includes the polar cells). This number significantly
increased between stage 6 and 8, showing that cells intercalated in this
line (Fig 6g, Fig S3e). This number was also correlated with the follicle AR
(Fig 6f-g), indicating that the follicle early elongation is associated with
cell intercalation along the AP axis.

Discussion
The first main conclusion of this work is that follicle elongation can be
subdivided in three main temporal and mechanistic phases: an early one
(stage 3 to 7) that is independent of Fat2, rotation and ECM basal
polarization, an intermediate phase (stage 8 to 12) that requires Fat2, and
a late one (stage 13 to 14) that involves the DAPC. This is reminiscent of
germband extension where different elongation mechanisms have been
described 32528, In the case of the follicle, it is still not perfectly clear how
overlapping and interconnected these different mechanisms are.
The late elongation phase requires the DAPC complex, which is also
necessary for ECM fibre formation, suggesting that the molecular corset
formed by these fibres may be important only during this late phase. A
conserved role for Dg in ECM organization has already been proposed in
many developmental contexts 2°32, Conversely, such a function for Dys is
a more original result, possibly because in mammals this role is masked
by protein redundancy. Understanding how these two proteins allow ECM
fibre deposition is relevant during development, but also in pathological
situations, for instance in muscular dystrophies.
The intermediate elongation phase involves Fat2, probably due to its key
role in establishing the basal pcp and the subsequent basal anisotropic cell

pulses 71!

. Fat2 is also required for follicle rotation, but as ECM fibres are
not involved in the intermediate elongation, it is unclear whether rotation
really contributes to this phase. Nevertheless, follicle rotation is proposed
to reinforce the basal pcp of the F-actin, and thus likely participates to the
intermediate phase in this way *°.

The early elongation phase does not require any of the basal domain

protein networks. Indeed, the analysis of Fat2 mutant elongation kinetics
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clearly shows that early elongation does not need basal pcp or rotation.
Moreover, collagen IV absence does not affect early elongation °. Finally,
integrin and Pak control early elongation in an indirect manner through
the positioning of the polar cells. To this respect these mutants belong to
a new phenotypic class and it is yet unclear how the A-P position of those
cells is established and maintained.

We found that polar cells define the elongation axis of each follicle during
early elongation by secreting the Upd morphogen and forming a gradient
from each pole. JAK-STAT has been already involved in the elongation of
different tissues in flies and in vertebrates. For instance, Upd works as the
hindgut elongation cue during fly embryogenesis, a process also
associated with cell intercalation, but the exact underlying mechanism is

33

unknown Maybe more significantly, JAK-STAT is involved in the

extension-convergence mechanism during zebrafish gastrulation 3%
Moreover, JAK-STAT also participates in other morphogenetic events, such

35 All these roles are

as tissue folding in the fly gut and wing disc
potentially linked to a local control of apical cell pulses.

Altogether our data provide a model for the early elongation phase of the
follicle. Polar cells produce Upd that activates STAT, which in turn induces
apical isotropic pulses. As the follicle grows, pulses are progressively
limited to the poles, with two consequences. First, this induces a partial
apical constriction of cells close to the poles. Second, pulse spatial
restriction might induce anisotropic tensions in the tissue along the AP
axis that are dissipated by cell intercalation. This tissue plasticity stabilizes
its elongation. Although the respective contribution of these two cell
behaviours - apical constriction at the poles and cell intercalation along
the AP axis - and their potential links are unclear, together they might
recapitulate at the cellular scale the elongation observed at the tissue
scale. Importantly, such a mechanism does not require a polarized cell
force or any planar cell polarization, in agreement with our observations.
To our knowledge, vertebrate AP axis elongation, which relies on a

gradient of randomly oriented cell migration, is the only other example of
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Table S1: Fly genotypes and specific conditions of each experiment

Figure Genotype Conditions
Figure 1 A DE-Cad-GFP
B DgO43/DgOS§
c Dystxel6184 /pysE17
D |vke-GFP/CyO
E Dgo%3/Dgoss
E Dystxel6184 /pysE17
G DE-Cad-GFP
| DgO43/DgOS§
J Fat2°8°/Fat258P
Figure 2 A DE-Cad-GFP
B pak®/pak!
C Df(Pvr)/+; PakS/Pak!
D FRT101, Ubi :GFP/FRT101, mys*%%3 ;HS :flp/Bv* 3HS, 7 days after HS
E FRT101, e22c:Gal4, UAS:flp/FRT101, mys*®43; Bvl/+
F y,W,HS:flp122/+; FRT40A, Ubi:GFP/FRT40A, eya>*“? 3HS, 10 days after HS
Figure 3 A DE-Cad-GFP
B 10X Stat:GFP
C Upd :Gal4/+;; RNAi Upd1/Fo3149 Cross at 25°C, 2 days at 30°C
D Tj:Gal4/+; RNAi HopHMs00779 Cross at 25°C, 7 days at 30°C
E Tub:Gal80™/RNAI Stat92E T8510; Fry:Gald/+ Cross at 18°C, 3 days at 30°C
F y,W,HSflp122/+; tub:FRT-stop-FRT-gal4, UAS:GFP/+; RNAi HopHMs00779 1HS, 3 days after HS
G y,W,HS:flp122/+ ; tub:FRT-stop-FRT-gal4, UAS:GFP/+; [UAS:Upd]Pk/+ 1HS, 3 days after HS
H Tj:Gal4/UAS:Hopt'™ Cross at 25°C, 3 days at 30°C
Figure 4 A Baz-GFP
E
F Baz-GFP
Tj:Gal4/+; RNAi Upd1/F03149 Cross at 25°C, 2 days at 30°C
Tj:Gal4/+; RNAi HopHMs00779 Cross at 25°C, 7 days at 30°C
G Baz-GFP
H
Figure 5 A Baz-GFP, Sqh®3; Sgh-mCherry
E Baz-GFP
F y,W,HS:flp122/+;;FRT82B, Ubi:RFP"S/FRT82B, Sta92E3%7 1HS, 10 days after HS
G DE-Cad-GFP
H Tj:Gal4/+; UAS: RNAi SqhtMs00830/+ Cross at 25°C, 6 days at 30°C
Figure 6 B Baz-GFP, Sgh®3; Sgh-mCherry
C
D Baz-GFP
E
F DE-Cad-GFP
G
Figure S1 A DE-Cad-GFP
C
DgO43/DgOSS
DysEXe/6184/Dysfl7
D Dg®%/+ and both Dg®#3/ Dg®*# and Dg®&/Dg°%¢
E Vkg-GFP/CyO
E' Vkg-GFP/+; Dg®%3/Dg9%6
E"  |Vkg-GFP/+; Dyst*l6184/pysE17
Figure S2 A FRT101, e22c:Gal4, UAS:flp/FRT101, mys*®43; Bvl/+
B y,W,HS:flp122/+; FRT40A, Ubi:GFP/FRT40A, eya>*“? 3HS, 10 days after HS
C
Figure S3 A DE-Cad-GFP
B
D
C Ubi:His2A-mRFP; Ubi:spd-2-GFP

HS, heat-shock conditions




tissue elongation instructed by a signalling cue and independent of planar

cell polarization 3¢,

Our work proposes an alternative mechanism
explaining how a morphogen gradient can induce elongation solely
through transcription activation, and without any requirement for a direct
polarized influence on receiving cells. This mechanism may apply to other

tissues and other morphogens.

Methods

Genetics

The detailed genotype and heat-shock conditions are given in
supplemental table 1.

Immunostaining and imaging

Dissection and immunostaining were performed as described previously 37.
Primary antibodies were against pMyoll (1/100, Cell Signalling #3675),
DE-Cad (1/100, DHSB #DCAD2) and FasIII (1/200, DHSB #7G10).
Images were taken using a Leica SP5 or SP8 confocal microscope.

For live imaging, ovaries were dissected as described previously % with
the following exceptions: each ovariole was separated on a microscope
slide in a drop of medium and transferred into a micro-well (Ibidi
BioValey©) with a final insulin concentration of 20ug/ml. Samples were
cultured for less than 2 hours before imaging with a Leica SP8 confocal
using a resonant scanner. Follicles were incubated with Y-27632 (Sigma)
(diluted in PBS to 250 uM) for 10 to 30 minutes before image acquisition.
Cell pulse analysis was performed using the Imaris software and a
MATLAB homemade script to segment and measure the cell surface on
maximum intensity projections of 40 stacks taken every 15 seconds. The
intensity of one cell pulsation corresponds to: (maximum surface of the
cell - min surface)/(mean surface). For each follicle at least 10 cells were
analysed. For visualization (images presented in Fig 4A,B,C and the
attached movies), the original files were deconvolved, but all the analyses

were done using the raw files.
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Table S2: Number of follicles used for each experiment

Figure Experimental conditions
3l Stage WT Upd RNAI Hop RNAI Hoptum Stat RNAI
3 43 18 25 7 29
4 39 15 20 11 15
5 20 20 10 12 20
6 20 10 8 5 18
7 21 12 11 16 15
8 26 11 13 7 7
9 40 11 10 10 8
aF WT Upd RNAi Hop RNAi
15 9 13
5D Stage 3 Stage 7
14 16
5E Control Y-27632
13 7
51 Stage WT Sgh RNAi
3 43 8
4 39 14
5 20 9
6 20 9
7 21 6
8 26 14
9 40 9
6F AR WT
1.3< AR<1.6 70
1.6< AR<1.9 167
1.9< AR<2.2 34
S1A,B,C Stage 14 WT Dg Dys
48 19 47
S1D Stage 6-7 Dg*’- Dg”-
8 14
S3A,B Stage WT
3 31
4 21
5 19
6 23
7 25
8 25
[s3D [stage 3-5 | 202 divisions




The Fiji software was used to measure the length of the long and short
axis of each follicle on the transmitted light channel, and then to
determine the aspect ratio in WT and mutant follicles. Cells in the longest
line of the AP axis were counted manually using Fiji and the DNA and DE-
Cadherin channels. Bazooka-GFP and Myosin-mCherry enrichment were

39 Cells were semi-

analysed using the Packing Analyser software
automatically segmented based on the Baz-GFP channel that was used as
common pattern to calculate the intensity of each bond for both channels.
For all experiments, sample size is indicated in the figure legends or in
supplemental table S2.

Figures were assembled using ScientiFig *°.

Supplementary methods

To measure cell elongation, images of DE-Cadherin-GFP expressing
follicles were semi-automatically segmented using the Packing Analyser
software and for each follicle the elongation tensor was calculated. The
elongation tensor was defined by the mean elongation of all the
segmented cells (elongation magnitude) and the mean orientation.

The rose diagrams were generated with Packing Analyser; each bin
represents a 10° range and the bin size is proportional to the number of

acquired data.
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Figure 42: Effet de I’activation de la voie Jak-Stat en clone sur les pulsations apicales

L’expression d’'une forme constitutivement active de Hop en clone, en position médiolatérale de
follicules de stades 7-8, résulte en une variation de surface des cellules du clone supérieur a 30%.
L'intensité des pulsations des cellules de clones controles de stades équivalents est comprise entre 20
et 25%. Chaque point représente un follicule contenant au moins 10 cellules. n=4 et n=6
respectivement pour le gain de fonction (rouge) et le contréle (bleu).




- Résultats complémentaires

A- Jak-Stat serait suffisant pour les pulsations

Nous avons vu que la perte de fonction de la voie Jak-Stat, par un RNAi contre Hop ou contre Upd
conduisait a une diminution de l'intensité des pulsations apicales, indiquant que la voie est
nécessaire aux pulsations apicales. La question suivante est donc de savoir si Jak-Stat est suffisant
pour induire ces contractions. Pour répondre a cette question plusieurs approches ont été testées ou
sont en cours de test. La premiére méthode consistait a exprimer le transgene gain de fonction de
Hop (UAS-Hop™™) dans toutes les cellules grace au driver Tj:gal4 en présence de Baz-GFP afin de
visualiser le contour des cellules. Les premieres données obtenues n’ont révélé aucune différence
avec des follicules contréles, cependant ceci peut provenir de différents biais expérimentaux : les
follicules exprimant le transgene présentent des niveaux tres bas de Baz-GFP rendant Ia
segmentation difficile, les follicules dans lesquels le transgéne Hop™™ est le plus exprimé peuvent
étre les mémes pour lesquels la segmentation est impossible. Une autre difficulté réside dans la

m

faible expressivité du phénotype d’élongation des drosophiles exprimant I'UAS-Hop™™ et donc

potentiellement dans la faible augmentation de I'intensité des pulsations apicales.

Une autre approche a été envisagée : I'UAS-Hop™™ a été co-surexprimé avec un transgéne UAS-Baz-
cherry, en clone afin de forcer de hauts niveaux d’expression de Bazooka et de la forme
constitutivement active de Hop. Les niveaux de protéine Baz-cherry restent faible, ce qui rend
difficile la segmentation, mais les premiers résultats montrent une variation de surface moyenne des
cellules de plus de 30% pour les follicules exprimant Hop™™ contre une variation autour de 20% pour
des clones de cellules contrbles de stades équivalents (Figure 42). Ces expériences devront étre

reproduites en nombre suffisant pour évaluer la significativité de ces résultats.

B- Jak-Stat agit sur la polarisation planaire basale

1- Lavoie Jak-Stat est requise pour I'orientation de I’actine basale
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Figure 43: La voie Jak-Stat serait le signal de I'orientation des fibres de stress

A/ Vue de I'actine basale d’un follicule de stade 6 exprimant un ARNi contre Hop. A’/Zoom sur la zone
encadrée en A. La perte de fonction de Hop entraine une désorientation de |’actine basale, certaines
cellules n’ont plus de fibres d’actine basales (fleches en A’), d’autres présentent des fibres non
paralléles au sein de la cellule (pointes de fleche en A’). B/ L’expression ectopique d’Upd conduit a une
légere désorientation de I'actine basale (blanc). Les cellules exprimant la RFP (rouge) expriment le
transgéne UAS:Upd. C-C’/ La génération de clones mutants nuls pour Stat (non RFP, entourés en
pointillés en C’) n’entraine pas de désorganisation de I'actine basale.




J'ai pu montrer au cours de ma these que le signal d’élongation était I'expression d’Upd par les
cellules polaires et I'activation consécutive de la voie Jak-Stat selon un gradient depuis les pdles.
Frydman et Spradling, 2001, avaient émis I'hypothése que les cellules polaires jouent le rdle de
centre polarisateur de I'actine basale, ainsi la question se pose quant au rdle de la voie Jak-Stat sur
I'organisation des fibres de stress des cellules folliculaires. L'observation de follicules exprimant un
ARNi contre Hop montre une perte de I'alignement des fibres de stress perpendiculairement a I'axe
AP (Figure 43A). Dans ces follicules les cellules polaires sont correctement localisées. Les premiéres
données obtenues révelent que la plupart des cellules conservent des filaments d’actine au niveau
basal, généralement paralléles au sein d’une cellule, cependant certaines cellules ne présentent plus
du tout de fibres visibles, ou des fibres non paralleles dans la cellule (Figure 43A’). Une autre
observation frappante est la présence de protrusions intenses au niveau des bords des cellules,
orientées dans toutes les directions et correspondant probablement a des filopodes, suggérant que
la rotation ne se fait pas dans ces follicules. En conclusion Jak-Stat serait nécessaire a la polarisation
planaire de I'actine basale et probablement a la rotation, cependant des données quantitatives sur

des échantillons fixés et sur des follicules vivants seront nécessaires pour formellement conclure.

2- Le role de Jak-Stat sur I'orientation de I’actine basale est-il cellulaire autonome ?

Nous avons vu que Jak-Stat pouvait réguler la myosine Il de maniére cellulaire autonome (Figure 5f).
Il est donc possible que Jak-Stat agisse sur le cytosquelette en général, donc potentiellement sur
I'actine basale de maniére cellulaire autonome. J'ai observé I'organisation des fibres de stress dans
des clones mutants pour Stat. Les quelques exemples observés ne montrent pas de défauts
d’orientation des fibres de stress indiquant que I'effet de Stat sur l'orientation des fibres est non
cellulaire autonome (Figure 43C-C’). Ceci est appuyé par le fait que Stat n’est pas ou peu activé dés le
stade 5 dans les cellules médiolatérales alors que ces cellules présentent une polarité planaire des

fibres.
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3- La polarisation des fibres de stress nécessite I'activité de Jak-Stat aux pdles.

La polarité planaire basale est dépendante de la voie Jak-Stat, ce qui suggere que, comme dans le cas
de I’élongation, la voie Jak-Stat soit le signal polarisateur des fibres de stress. Afin de déterminer si
c’'est effectivement le cas, j'ai observé I'actine basale dans les follicules surexprimant Upd de fagcon
ectopique et il semble que les fibres d’actine soient toujours présentes mais que leur orientation ne
soit pas parfaitement perpendiculaire a I'axe AP (Figure 43B). Cependant la comparaison avec le
phénotype observé en perte de fonction de Hop, montre une désorientation plus faible en gain de
fonction qu’en perte de fonction, alors que le phénotype d’élongation lié a la surexpression d’Upd
est généralement plus fort. Ainsi la sévérité du défaut d’orientation de l'actine ne serait pas
directement liée a la sévérité du défaut d’élongation précoce. Néanmoins, ces résultats suggérent
que la sécrétion d’Upd aux pbles pourrait étre le signal polarisant I'orientation des fibres d’actine

basales.
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Discussion






- Trois phases distinctes contribuent a I’élongation du follicule ovarien

Nous avons vu au cours de ma these que I'élongation du follicule ovarien se déroule au moins selon
trois phases distinctes. L'étude des mutants Fat2 qui ne présentent pas de rotation, ni d’alignement
correct des fibres de stress basales et celle des mutants Dys et Dg qui ne présentent pas de fibres
d’ECM indiguent que ni la rotation, ni les fibres de stress, ni les fibres d’ECM ne sont requises pour

une premiére phase d’élongation jusqu’au stade 8.

La phase intermédiaire, du stade 8 au stade 12, requiert la présence de Fat2. Cette protéine est
nécessaire a la rotation et il semble que la rotation soit elle-méme requise pour maintenir les fibres
de stress correctement alignées (Cetera et al., 2014; Viktorinova and Dahmann, 2013). Or comme la
rotation s’arréte au stade 8, il parait probable que le réle de Fat2 sur I'élongation de la phase
intermédiaire se fasse par son action sur 'actine et non pas par un réle direct de la rotation. L'ECM
semble également impliquée dans cette phase. En effet, les mutants Vkg (Collagene V), présentent
des défauts d’élongation, mais seulement a partir du stade 10 (Haigo and Bilder, 2011). La matrice
est vraisemblablement requise comme substrat pour les intégrines elles-mémes nécessaires aux
oscillations basales anisotropiques (He et al., 2010). De plus, le role de la MEC pourrait aussi étre
simplement de maintenir la forme allongée acquise précédemment. Ce rble est particulierement
visible avec un traitement collagénase. Des expériences réalisées au laboratoire montrent un
arrondissement tres net et rapide de la partie antérieure des follicules a partir du stade 9 alors que le
postérieur conserve une forme allongée. Cette partie antérieure est celle couverte par les cellules
squameuses. La structure de ces cellules suggére qu’elles n’arrivent pas a résister a la pression
exercée par la lignée germinale. Ainsi, I'étude de cette phase intermédiaire d’élongation devra
déterminer les roles respectifs de la matrice, de I'adhésion cellule-matrice ou cellule-cellule en

fonction de la position antéro-postérieure. Il serait aussi intéressant de comprendre comment les
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pulsations basales des cellules modifient la forme du follicule et notamment quel est leur impact sur

le comportement des cellules puisqu’elles ne se traduisent pas par une élongation cellulaire.

Les protéines Dys et Dg sont requises pour la phase tardive d’élongation, leur réle dans ce contexte-
la reste a déterminer. Nous avons observé que dans les mutants Dys et Dg, il n’y avait quasiment plus
de fibres de MEC, mais le reste de la matrice ne semble pas affecté. On pourrait donc penser que les
fibres de MEC sont requises pour la phase tardive. Or a partir du stade 10 la quantité et I'intensité
des fibres diminuent rapidement si bien qu’au stade 12 elles ne sont quasiment plus distinguables
(Haigo and Bilder, 2011). En conclusion, si les fibres de MEC jouent un rdle dans I’élongation, c’est a
un stade ou elles ne sont normalement plus visibles. Il apparait donc que soit ces fibres ne
contribuent pas a I’élongation, soit elles ont un réle indirect. Un des roles possibles serait de
favoriser la réorientation des fibres d’actine apres le stade 11-12 tel que le fait I'intégrine-a2 (Delon

and Brown, 2009).

Jusqu’a présent il n"avait pas été possible de séparer la sécrétion de la MEC en général de celle des
fibres en particulier. Les mutants Dys et Dg offrent un outil idéal pour I'étude de la formation des
fibres de matrice. Il est connu que dans d’autres contextes la protéine Dg joue un réle dans la
sécrétion de matrice, mais le réle de la protéine Dys dans ce processus est nettement moins étudié,
probablement a cause de redondance entre paralogues (Goddeeris et al., 2013; Yatsenko and
Shcherbata, 2014). L'étude de ces deux mutants dans le follicule pourrait donc apporter de nouvelles
connaissances sur la fonction de la Dystrophine et permettre des avancées dans la compréhension de
pathologies comme les myopathies. Une donnée qui semble émergée est qu’il y aurait deux voies de
sécrétion de la matrice, 'une dépendante de Crag et Rab10 ciblerait les vésicules vers le basal.
L'autre voie impliquerait le complexe Dys/Dg qui pourrait soit servir d’ancrage pour des vésicules
constituant spécifiguement les fibres et faire donc le « tri » entre matrice générale et fibre, soit

recruter une partie des vésicules a I'arriere des cellules, ce qui favoriserait la formation de fibres
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Figure 44: Modeéle putatif de I’élongation du follicule ovarien

Au moins trois phases d’élongations partiellement chevauchantes contribuent a I’élongation du
follicule ovarien. La phase précoce (vert) est dépendante d’un double gradient de pulsations apicales
contrblées par la voie Jak-Stat. Les pulsations pourraient permettre |'orientation correcte des fibres
d’actine basales, par l'intermédiaire de Fat2 et conjointement a la rotation. L'orientation des fibres
d’actine étant nécessaire a la phase d’élongation intermédiaire (courbe Fat2 en violet). Le dépo6t des
fibores de matrice durant la phase de rotation rapide pourrait contribuer a la phase tardive
d’élongation, d’apres le défaut d’élongation tardif des mutants Dg dans lesquels les fibres de MEC sont
absentes. Une autre hypothése et que Dys/Dg jouent un réle dans la réorientation de I'actine au stade
12 en parallele de I'intégrine-a2.




pendant la rotation. Il a en effet était vu au sein de I'équipe que la protéine Dys se localise a I'arriére

des cellules (non publié).

Une question qui se pose aujourd’hui est comment se font les transitions entre les différentes phases
d’élongation du follicule ? Une hypothése envisagée est que les pulsations apicales de la phase
précoce permettent I'orientation des fibres de stress, liant mécanistiquement élongation précoce et
intermédiaire (voir paragraphe V). De plus, du stade 6 jusqu’au stade 8, les pulsations continuent a
allonger les follicules puis la rotation et la matrice viennent en relais afin de maintenir les fibres de
stress. Il y aurait donc chevauchement des phases précoce et intermédiaire, expliquant aussi en
partie pourquoi la perte de fonction de Fat2 aurait un effet sur 'actine précocement mais un effet
plus tardif sur I’élongation. Les rotations s’arrétent a la fin du stade 8 pour une raison inconnue et il
semble que cela soit aussi le cas pour les pulsations apicales. La concomitance probable de ces deux
évenements pourrait suggérer qu’ils soient liés. Le maintien de I'orientation des fibres de stress
jusqu’au stade 9 permet la mise en place des pulsations basales nécessaires a I’élongation. Entre les
stades 11 et 12, une double réorientation des fibres basales a lieu, a la fin du stade 12 les fibres de
stress seront alignés perpendiculairement a I’axe AP. La transition entre I'intégrine-al et a2 facilite
cette réorientation. Le complexe Dys/Dg est nécessaire a I|’élongation aux stades 13 et 14,

potentiellement en participant aussi a la réorientation de I’actine basale (Figure 44).

- Etablir I’axe

Les protéines basales, Dys, Dg et Fat2 ne jouent donc pas de rble dans I'élongation précoce. Les
intégrines étaient décrites comme affectant I’élongation dés le début de I'ovogenése, mais ces
données étaient controversées (Delon and Brown, 2009; Haigo and Bilder, 2011). J’ai pu observer les
deux situations et comprendre d’ou provenait la contradiction. Dans la majorité des cas, la
génération de clones mutants pour mys par choc thermique n’entraine pas de défaut d’élongation,
indiquant que les intégrines ne sont pas requises pour I'élongation précoce. En revanche, en
générant les clones probablement plus t6t grace a une construction UAS-flp placée sous le controle
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du driver e22c ::Gald s’exprimant dans toutes les cellules folliculaires durant les stades précoces, il
est possible d’obtenir des follicules ronds. Dans ce cas, les follicules ne présentent qu’un seul cluster
de cellules polaires, ou deux clusters non diamétralement opposés. En conclusion, les intégrines
jouent un roéle indirect sur I'élongation en permettant la localisation et/ou le maintien des cellules
polaires a chaque extrémité des follicules. Les mutants pak, dont la protéine peut agir en aval de la
signalisation intégrine, semble jouer le méme rdle que les intégrines dans ce contexte. Les données
concernant le role de Lar dans la formation des cellules polaires appuient le réle du domaine basal
dans le positionnement de ces cellules et il serait intéressant de comprendre le réle des interactions

entre la matrice et les cellules polaires (Frydman and Spradling, 2001).

La génération de clones mutants pour le géne eya, créant des cellules polaires ectopiques, a permis
de confirmer que I'axe d’élongation est défini par les cellules polaires. Si la formation de clones
présente de nombreux effets différents, nous avons obtenu des follicules ne possédant qu’un cluster
de cellules polaires. Dans ce cas le follicule est légerement allongé du c6été du cluster, et
complétement rond de I'autre. Ceci est différent des mutants pak et mys, qui ne présentent eux aussi
gu’un seul cluster de polaires mais qui restent entierement ronds. On peut donc imaginer que dans le
cas d’eya la voie Jak-Stat soit toujours active du c6té du cluster, mais que dans les mutants pak et
mys la voie Jak-Stat soit affectée, soit au niveau de la production du ligand, soit dans la transduction
du signal. Nous vérifions a I’heure actuelle I'activation de la voie Jak-Stat dans les mutants pak afin de

confirmer cette hypotheése.

- La pulsation apicale comme force motrice

Nous avons mis en évidence que la surface apicale des cellules folliculaires montrait de grandes
variations durant les stades précoces de |'ovogenése, ressemblant fortement aux pulsations apicales
décrites dans l'invagination du sillon ventral lors de la gastrulation de la drosophile (Martin et al.,
2008). Dans ce modele il a été décrit que les pulsations s’effectuent par I'enrichissement en myosine
Il au niveau medio-apical des cellules et que chaque contraction était suivie d’'une phase de
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stabilisation permettant de diminuer progressivement la surface apicale, mécanisme comparé a une
roue a cliquets. Dans le cas du follicule ovarien, les cellules présentent des relaxations importantes
aprées chaque pulsation et donc il ne semble pas qu’un tel mécanisme ait lieu. Néanmoins la durée
des films étant trop courte par rapport a la durée de I'ovogenése il n’est pas possible de conclure

formellement.

Comme dans le follicule, une activité pulsatile de la myosine Il est également retrouvée lors de
I’extension de la bandelette germinative et contribue a l'intercalation cellulaire, de plus dans les deux
cas la voie Jak-Stat est nécessaire a I’élongation (Bertet et al., 2009). Cependant les différences sont
nombreuses entre les pulsations observées au cours de I'élongation de ces deux tissus. Lors de
I’extension de la bandelette germinative, les pulsations sont suivies d’un déplacement de la myosine
Il vers les membranes des cellules orientées AP, comportement que nous n’avons pas observé dans
les cellules folliculaires. En outre ce déplacement de myosine Il vers la membrane nécessite une
polarisation planaire de Bazooka qui n’est pas visible dans les follicules. De plus, la contraction des
interfaces cellulaires dans I'embryon se fait par une alternance entre phases de contraction et de
stabilisation ce qui ne semble pas étre le cas dans le follicule. Une autre différence vient du réle de la
voie Jak-Stat : dans le follicule, la perte de fonctions de la voie entraine une diminution de I’activité
de la myosine I, alors que dans I'embryon sa perte de fonction conduit a une hypercontractilité des
cellules liée a une accumulation d’actomyosine apicale. Le réle de Jak-Stat dans les deux tissus

semble donc opposé.

Nous avons observé que la surface apicale des cellules situées au niveau médiolatéral des follicules
diminue jusqu’au stade 6, probablement du fait des divisions cellulaires, puis augmente jusqu’au
stade 8 (données non montrées). Inversement, la surface des cellules situées au pdle postérieur

n‘augmente pas a partir du stade 6, décrivant méme un gradient de surface apicale depuis les

cellules polaires vers la partie médiolatérale. Il est envisagé que le gradient de pulsation apicale
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observé contribue au maintien d’une surface faible des cellules mais n’agisse pas directement via un

mécanisme de type roue a cliquets.

La question du role de cette « constriction apicale » se pose. Deux hypothéses non exclusives sont
envisageables : soit la constriction génére une tension orientée se transmettant aux cellules
adjacentes, comme il a été montré durant l'invagination du sillon ventral (He et al., 2014) et
contribue a I'élongation; soit le changement de forme des cellules contribue directement a
I'acquisition de la forme ovoide du follicule en participant a une légére invagination des cellules au
niveau des poOles, accentuant la courbure dans cette zone. Il serait intéressant de vérifier si le
gradient de surface cellulaire est retrouvé au niveau du pble antérieur et s’il est toujours présent
dans des follicules ronds. Cependant la méthode utilisée pour visualiser les pOles ne permet pas, a

I’heure actuelle, de faire ces vérifications.

Nous proposons que les pulsations apicales, asynchrones et isotropiques agissent comme une force
de traction sur I'ensemble de I'épithélium en maintenant un niveau élevé de tensions aux pdles alors
gu’elles diminuent au niveau médiolatéral, ceci se traduirait par un différentiel de tension entre les
contacts AP et les contacts médiolatéraux. Nous n’avons pas pu pour I'instant démontrer I'existence
de ce différentiel. Plusieurs options peuvent étre envisagées afin de vérifier son existence, la plus
courante étant de générer des « laser cuts » des membranes et de mesurer la vitesse d’écartement
des bords de la coupure en fonction de leur orientation. Plus la tension exercée sur une membrane
est forte, plus la vitesse de relaxation est rapide. Ainsi un différentiel de tension selon I'orientation
doit se traduire par une différence de vitesse. Une autre approche serait de générer des clones
mutants pour Sgh : ces cellules ne posséderaient plus (ou beaucoup moins) de rigidité et I’élongation
des cellules selon un méme axe refléterait des tensions supérieures selon cet axe. Ces deux
approches ne s’appliquent pas a la méme échelle de temps, les laser cuts donnent une mesure des
tensions sur quelques secondes, alors que la génération de clones donne une information des

tensions appliquées au tissu durant plusieurs heures. Dans le cas du follicule, dans lequel la
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croissance et I'élongation sont lentes (plusieurs jours), 'approche par clone pourrait étre plus
révélatrice. Il a déja été observé que des clones mutants pour Sgh conduisaient a des cellules trés
plates car elles ne résistent pas a la tension causée par la croissance germinale (Wang and
Riechmann, 2007). L'observation de clones perte de fonction de Sgh laisse apparaitre que les cellules
médiolatérales s’allongent d’avantage selon I'axe AP suggérant que les tensions seraient supérieures
selon cet axe, cependant ces données ne sont pas quantitatives pour le moment et sont issues de

quelques exemples.

Lors de I’élongation de I'axe AP de I'embryon de poulet, un gradient de FGF8 établit un gradient de
mobilité de cellules mésenchymateuses et ce gradient est suffisant pour allonger le tissu (Bénazéraf
et al., 2010). Dans cet article, une analogie est faite avec un gradient d’agitation moléculaire formé
par un gradient de température par exemple. Une collaboration récente avec des physiciens nous a
permis de faire la méme analogie, les cellules étant comparées a des molécules. Ces molécules
établissent des liaisons faibles entre elles, représentant I'adhésion, et s’agitent sous I'effet d’un
gradient de température, représentant les pulsations. La modélisation de ce genre de systeme
pourrait nous permettre de déterminer les caractéristiques physiques de I'épithélium, par exemple
ou les forces sont-elles exercées majoritairement ? A quelle vitesse se font les intercalations ? Un
autre aspect de la modélisation consiste a représenter le follicule en 3D et a simuler son élongation
au cours du temps en fonction des parameétres biologiques connus. Ceci permettrait d’évaluer la
contribution de I'intercalation et de la constriction apicale a I'élongation et de déterminer ou se font

les intercalations.

Ce modele de gradient de pulsations contrdélant des intercalations sans polarisation planaire pourrait
s'appliquer a d’autres tissus. Au moins un exemple publié pourrait suivre ce modele d’élongation :
I'intestin postérieur de I'embryon de drosophile. Dans cet exemple, le signal d’élongation est
également Upd, aucune polarité planaire n’a été décrite et le comportement cellulaire associé est

I'intercalation (Johansen et al., 2003). La force permettant cette élongation en revanche n’est pas

75






connue et pourrait provenir de pulsations apicales des cellules dans lesquelles la voie Jak-Stat est
active, tirant a I'extrémité antérieure du tube. Il serait intéressant de vérifier si un gradient de

pulsations apicales dépendant de Jak-Stat est mis en place dans I'intestin postérieur.

V- Impact de la voie Jak-Stat sur la myosine Il et sur les pulsations

L'activité de la voie Jak-Stat est donc le signal de I’élongation, son activation aux poles est nécessaire
a I'élongation. Lors de premiers stades de I'ovogenese (3-4) un rapporteur GFP de I'activité de Stat
montre que toutes les cellules sont GFP positives, donc ayant Stat actif. Cependant des le stade 3 il
semble que les cellules situées pres des pbles présentent une intensité de la GFP plus forte qu’en
médiolatéral, reflétant probablement déja des différences d’activité de la voie. Au stade 5 le gradient
d’activité de Stat, reflétant le gradient de sécrétion d’Upd, est évident. La mise en place de ce
gradient correspond a la diminution de I'activité pulsatile des cellules situées en médiolatéral et a la
formation d’un gradient de pulsation depuis les poles. Ceci suggere que ces pulsations sont
controlées par l'activité de la voie Jak-Stat. Cette hypothése est appuyée par la diminution de
I'intensité des pulsations dans des pertes de fonction de la voie Jak-Stat. Jak-Stat est donc nécessaire
aux pulsations, mais notre modele suggére que Jak-Stat provoque les pulsations, ainsi nous essayons
actuellement de vérifier si des gains de fonction de la voie augmentent I'activité pulsatile des cellules

folliculaires.

La diminution de l'intensité des pulsations dans les pertes de fonction de la voie Jak-Stat suggere que
I'activité apicale de la myosine Il est affectée dans ces conditions. Nous avons mis en évidence que
les niveaux de myosine Il phosphorylée étaient diminués en apical dans des clones mutants pour
Stat. Cette diminution de la tension corticale est également visible par la forme des cellules plus
aplaties dans les pertes de fonction par rapport au sauvage (données non montrées) et rappelant la
forme des cellules dans une perte de fonction partielle de Sqgh. Se pose donc la question de savoir

comment la voie Jak-Stat controle les pulsations.
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Plusieurs hypothéses sont envisageables. La premiére est que la myosine Il est régulée directement
par la voie Rho-Rok-myosine Il. Un traitement a I'inhibiteur de Rok, Y27632 entraine une diminution
modérée de l'intensité des pulsations. Cependant, I'expression d’'une forme constitutivement active
de la myosine Il (SqhEE) devrait entrainer des pulsations fortes dans toutes les cellules folliculaires
résultant en un blocage de I'élongation. Or, I'expérience a été réalisée et ne montre pas de
différence majeure d’élongation avec des follicules sauvages (données non montrées). Ceci suggere

que la régulation des pulsations passerait par une voie parallele au contréle de l'activité de la

myosine Il.

La deuxieme hypothese est que I'actine soit régulée par la voie Jak-Stat. En particulier un régulateur
de l'actine branchée nécessaire a la formation d’un maillage au niveau de la surface apicale des
cellules aux pdles serait une cible potentielle. Ceci expliquerait le résultat obtenu avec SqhEE, si le
réseau d’actine branchée nécessaire aux pulsations n’est formé qu’aux poles, I'activation constitutive
de Sqgh n’aura pas d’effet sur les cellules médiolatérales. Un candidat potentiel serait le gene Furry
(Fry), dont la mutation en clone induit des follicules ronds (Horne-Badovinac et al., 2012). Il a été
suggéré que cette protéine joue un réle au niveau basal en association avec Tricornered et
Misshappen, cependant sa localisation apicale rend cette hypothése peu vraisemblable. En revanche
un role sur l'actine apicale parait plus facilement conciliable avec sa localisation. Il serait donc
intéressant de vérifier si les niveaux de Fry sont enrichis pres des poles et si la voie Jak-Stat contréle
son expression. Un autre candidat est le complexe Arp2/3. Il a été étudié au niveau basal car il
participe a la formation des lamellipodes, cependant la localisation des protéines participant a sa
régulation n’a été regardée que dans le plan basal de I'épithélium (Cetera et al., 2014). |l est tout a
fait probable que ce complexe joue un role au niveau apical en favorisant la formation d’un réseau

d’actine branchée nécessaire aux pulsations.

Une autre hypothése serait une régulation des jonctions par la voie Jak-Stat, en particulier les

jonctions d’adhérence. Leur lien avec le cytosquelette d’actomyosine en fait également une cible
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potentielle. Si aucune répartition particuliére des jonctions n’est visible en coupe transversale le long
de I'axe AP, nous avons observé que la perte de fonction de Hop entraine une perte d’uniformité de
Bazooka et E-cadh dans les membranes des cellules. Ces protéines forment des amas dans les
membranes et non plus une ligne continue (données non montrées). Cependant cette perte
d’uniformité des jonctions peut également étre une conséquence d’un défaut d’actomyosine, le

traitement a l'inhibiteur de Rok entrainant rapidement une perte des jonctions.

Une approche transcriptionnelle est en développement actuellement afin de déterminer les cibles de
Stat pouvant contribuer a I’élongation. Cette méthode permet d’isoler les ARN en cours de
traduction de populations de cellules spécifiques. Dans notre cas, les ARN des cellules situées aux
poles seront comparés aux ARN des cellules médiolatérales. Les ARN des pertes et gains de fonctions

de la voie Jak-Stat dans les cellules folliculaires seront également comparés entre eux.

Trouver les cibles transcriptionnelles de la voie Jak-Stat capables de réguler le cytosquelette pourrait
permettre de faciliter I'’étude d’autres tissus dans lequel cette voie de signalisation jouerait un réle
similaire sur I'actomyosine. Outre I'élongation de l'intestin, il a été observé que I'activation de Stat
dans les sillons des disques imaginaux d’aile contribue a la formation de ces sillons (Wells et al.,
2013). Il est proposé que Faslll en formant des liaisons homophiliques intercellulaires change
I'adhésion des cellules, modifiant localement la forme du tissu. La perte de fonction de Faslll
localement diminue la profondeur des sillons, mais des mouches homozygotes mutantes ne
présentent aucun défaut, suggérant qu’un autre mécanisme dépendant de Jak-Stat agisse en
paralléle. La formation des sillons est associée a une contraction apicale des cellules conduisant a
leur invagination. Un méme régulateur du cytosquelette apical pourrait donc contribuer a cette
contraction et aux pulsations observées dans le follicule. Il est connu également que Jak-Stat est
impliqué dans la progression tumorale est le développement de métastase et la migration des
cellules du mésendoderme préchordal des embryons de poisson zébre (Lai et al., 2005; Opdam et al.,

2004; Yamashita et al., 2002). La régulation de la migration cellulaire pourrait impliquer les mémes
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régulateurs du cytosquelette, ainsi la détermination des cibles de la voie Jak-Stat responsables des
pulsations apicales pourrait améliorer notre connaissance générale sur les roles morphogénétiques

de cette voie.

V- Role de la voie Jak-Stat sur la polarité planaire basale

Les résultats préliminaires obtenus concernant la polarisation planaire de I'actine basale dans les
pertes et gains de fonction de la voie Jak-Stat suggerent que cette voie est également le signal
orientant cette polarité. A premiere vue, ce modele présente une double originalité : d’une part
parce que sa polarité planaire est établie par un gradient d’activité transcriptionnelle et d’autre part
elle s’établit de maniére perpendiculaire au gradient, avec une chiralité définie de maniére

stochastique.

Nous avons clairement démontré que l'absence de polarité planaire n’est pas responsable de
I"'absence d’élongation précoce, ainsi, les défauts d’élongation des pertes de fonctions de la voie Jak-
Stat ne sont pas causés par les défauts d’orientation de I'actine basale observés. Cependant, les deux
événements étant concomitant la question se pose dans I'autre sens : est-ce I'absence d’élongation
précoce qui entraine une absence de polarisation des fibres de stress et donc probablement une

absence d’élongation plus tardive ?

Une observation importante devant étre confirmée par des approches quantitatives est que I'effet
de Jak-Stat sur l'orientation des fibres ne semble pas cellulaire autonome et donc indirect. Ceci
permet d’expliquer, au moins en partie, comment un facteur de transcription induit une polarisation
planaire. Une fagon par laquelle la voie Jak-Stat pourrait transmettre une information de polarité
planaire serait par les tensions dues aux pulsations apicales. En culture de cellules il a été montré que
I"application de force de traction de maniere pulsée conduit a I'alignement des fibres de stress
basales au sein de la cellule, perpendiculairement aux tensions (Kaunas et al., 2005). Des tensions

peuvent aussi orienter une pcp in vivo comme dans l'aile pupale de drosophile ou I'épiderme de
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souris (Aigouy et al., 2010; Chien et al., 2015; Luxenburg et al., 2015). Cette hypothese est renforcée
par I'observation de défauts d’orientation des fibres de stress dans les pertes de fonction Sgh (non
montrée). Dans ce cas le signal n’est pas affecté, en revanche les tensions sont réduites. Par ailleurs,
la perte de fonction de Abi bloque les rotations et la polarisation de I’actine basale ce qui a conduit
les auteurs a proposer un lien causal entre ces données (Cetera et al., 2014). Néanmoins, toujours
d’apres leurs données, la perte de fonction d’Abi affecte I'élongation dés le stade 4 et donc
potentiellement les pulsations apicales, ce qui remettrait en cause le lien fonctionnel entre la
rotation et la polarité planaire basale. L'idéal pour vérifier I’'hypotheése d’un lien entre pulsations
apicales et polarité planaire basale serait de déterminer un régulateur du cytosquelette
spécifiguement apical et controlé par Stat et voir si sa perte de fonction affecte la polarité planaire

basale de maniere non cellulaire autonome.

Si effectivement la force de traction réoriente les fibres de stress, un senseur des tensions doit
intervenir pour réorganiser le cytosquelette. La question se pose concernant sa localisation. Les
forces provenant initialement du domaine apical, la vision la plus simple est que les tensions se
transmettent au niveau des jonctions d’adhérence. Un rapporteur fluorescent des tensions exercées
au niveau des jonctions a été utilisé dans I'étude des cellules de bordure et présente une
fluorescence au niveau apical, indiquant des tensions a ce niveau-la (Cai et al., 2014). Il serait
intéressant de regarder plus attentivement si un gradient de tension existe entre les poles et la partie
médiolatérale et si une différence est visible entre les interfaces des cellules orientées AP et
perpendiculairement. Il a été proposé que Fat2 puisse agir comme le relais d’un signal de polarisation
dans le follicule ovarien (Viktorinovd et al., 2011). Fat2 serait donc un candidat potentiel comme
mécanosenseur ou comme transducteur de signal, d’autant plus que Fat2 est initialement présent au
niveau apical. La perte de fonction du mécanosenseur aurait pour conséquence d’entrainer une
perte d’orientation de I'actine basale sans bloquer I'élongation précoce du follicule, ce qui est

justement le cas de Fat2.
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VI- Un gradient de pulsations apicales comme mécanisme d’élongation

Mon travail de thése a permis de proposer un mécanisme par lequel un tissu peut s’allonger sans
nécessité de polarisation planaire préalable. A ce jour nous ne connaissons pas d’exemple
d’épithélium s’allongeant sans présenter de polarité planaire, I'exemple du gradient de migration de
cellules de la ligne primitive du poulet concernant des cellules mésenchymateuses faiblement
adhérentes entre elles. C'est donc un modele original que nous proposons et qui pourrait s’appliquer
a d’autres tissus. La présence d’une polarité planaire a pu étre un prérequis a I'étude de I'élongation
tissulaire, expliquant le faible nombre d’exemples de tissus n’en présentant pas. Ce modele pourrait
donc permettre de faciliter I'’étude de I’élongation tissulaire aux tissus ne présentant pas de polarité

planaire.

L'ensemble de mes résultats, permettent d’envisager un modele dans lequel un gradient de
morphogeéne permet I'élongation d’un tissu sans polarité planaire durant une premiere phase
d’élongation. Néanmoins il ouvre aussi des perspectives intéressantes sur comment un gradient
transcriptionnel peut induire une polarité planaire, car un tel mécanisme pourrait aussi s’appliquer a

d’autres morphogénes agissant via des facteurs de transcription
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Résumé

L’élongation épithéliale joue un réle prépondérant au cours du développement. Ce processus
morphogénétique peut étre décrit schématiquement par trois parametres : le signal permettant
d’orienter I"élongation, la force capable de générer le mouvement et le comportement cellulaire
associé. Le follicule ovarien de drosophile, initialement rond s’allonge au cours de son
développement résultant en un ceuf 2.5 fois plus long que large. J’ai mis en évidence que les
follicules traversent au moins trois phases d’élongation successives et je me suis focalisé sur la phase
précoce dont les paramétres étaient inconnus. J'ai déterminé que le signal venait d’'un groupe de
cellules situées aux poles par la sécrétion du ligand de la voie Jak-Stat puis de I'activation consécutive
de cette voie selon un gradient depuis les poles. La force est apportée par un gradient de pulsations
apicales des cellules dépendantes de la voie Jak-Stat générant des forces de traction aux extrémités
des follicules. L’élongation est stabilisée par des intercalations cellulaires orientées selon I'axe
d’élongation et par un gradient de constriction apicale des cellules. Ces données permettent de
proposer un mécanisme ou un gradient d’activité d’un facteur de transcription induit une élongation

épithéliale indépendamment d’une polarité planaire.

Summary

Tissue elongation plays a key role during development. Schematically, this morphogenetic process
can be described by three main parameters: the cue orienting the elongation, the movement
generating force and the associated cellular behavior. The Drosophila ovarian follicle, initially
spherical, elongates as it develops, ending as a 2.5 time longer than wide mature egg. | found that
follicles elongate through at least three consecutive phases and | aimed to determine the parameters
of the early phase. The signal comes from a cluster of cells located at each pole of the follicle
secreting the Jak-Stat pathway ligand and the subsequent activation of the pathway as a gradient
from the poles. A pulling force is generated by the Jak-Stat dependent apical pulsations of the cells
following the same gradient. The elongation is stabilized by oriented cell intercalations along the
elongation axis and a gradient of apical constriction. Our data allow proposing a mechanism where a
gradient of transcription factor activity can lead to epithelial elongation without any planar polarity

requirement.



