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Résumé

L’émergence du mésoderme est une transition évolutive importante mais dont
l’origine est encore mal comprise. Précédemment, l’équipe a identifié une voie méca-
nosensible induisant la différenciation du mésoderme chez des embryons bilatériens.
Les contraintes mécaniques des premiers mouvements morphogénétiques induisent
un changement de conformation de la βcaténine jonctionnelle, permettant sa phos-
phorylation par les Src-familly kinases. Elle est alors relarguée des jonctions adhé-
rentes, transloque dans le noyau et déclenche des voies de transcription menant à
l’expression des gènes mésodermaux.

Pour tester les origines évolutives de cette voie mécanosensible, nous avons tra-
vaillé sur le cnidaire, Nematostella vectensis, dont le dernier ancêtre commun avec
les bilatériens remonte à plus de 600 millions d’années. Nous avons testé l’activation
de la voie mécanosensible βcaténine suite à la gastrulation.

Par immunofluorescence, nous avons montré que la βcaténine est phosphorylée
sur le son site tyrosine Y654 (pY654-βcaténine) dans les cellules constrictées du
futur endomésoderme en début de gastrulation. Nous avons observé que l’inhibition
de la densification du réseau d’actine -par injections de morpholinos de Strabismus
(StbmMO)- inhibe la pY654-βcaténine. Cette phosphorylation est mécanosensible
puisque nous avons ramené les niveaux de pY654-βcaténine à la normale en com-
primant mécaniquement les embryons inhibés.

Grâce à une analyse informatisée, nous avons révélé que les signaux d’actine
jonctionelle et de pY654-βcaténine sont positivement corrélés. Nous postulons que
les tensions induites par le réseau d’actomyosine, nécessaires à l’invagination du
blastopore, activent la voie βcaténine.
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vi Résumé

Nous avons commencé à tester la fonctionnalité de cette voie en identifiant des
gènes dont l’expression est modifiée par injections de StbmMO.

Les résultats de cette thèse indiquent que la voie mécanosensible βcaténine
semble être conservée et remonterait donc à plus de 600 millions d’années.



Abstract

The mesoderm’s emergence is an important -but still poorly understood- evo-
lutionary transition. Previously, the team identified a mechanosensitive pathway
inducing mesoderm specification in bilaterian embryos. The mechanical constraints
of the first morphogenetic movements induce a conformational change of the junc-
tional βcatenin protein allowing its phosphorylation on its Y654 site by Src-familly
kinases. The βcatenin protein is then released from the junctions, translocates into
the nucleus and triggers mesodermal gene expression.

To test the evolutionary origins of the mechanosensitive βcatenin pathway, we
worked on the cnidarian Nematostella vectensis, who diverged from bilaterians more
than 600 million years ago. We tested the activation of the βcatenin mechanosensi-
tive pathway by endogenous mechanical cues and its role in endomesoderm specifi-
cation.

By carrying out immunofluorescence imaging at the gastrulation stage, we sho-
wed that the βcatenin protein is phosphorylated on its Y654 site (pY654-βcatenin)
in the constricted cells of the future endomesoderm. We observed that the inhibi-
tion of the actin network densification -upon morpholinos injections (StbmMO)-
inhibits the pY654-βcatenin. This phosphorylation is mechanosensitive since we re-
scued pY654-βcatenin levels to normal by compressing inhibited embryos.

Through computer analysis, we found that the junctional actin signals and the
pY654-βcatenin signals are positively correlated. We postulate that the tensions
induced by the actomyosin network, necessary for blastopore invagination, trigger
the mecanosensitive βcatenin pathway.

We also identified genes whose expression are altered by StbmMO injections and

vii
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so maybe by mechanical constraint inhibition.

These results indicate that the βcatenin mechanosensitive pathway seems to be
conserved in a cnidarian and therefore probably dates back more than 600 million
years.
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I.1 L’embryogenèse, régulations biochimiques et mécaniques 3

I.1 L’embryogenèse, régulations biochimiques et mé-
caniques

L’embryogenèse consiste en l’élaboration d’un être vivant multicellulaire. Durant
ce processus, les cellules de l’organisme se divisent à partir d’une seule cellule œuf et
se différencient progressivement pour finir par former l’organisme entier. Lors de la
différenciation, les cellules -qui possèdent toutes le même code génétique- acquièrent
une forme et des propriétés mécaniques propres ainsi qu’une fonction précise.

Depuis la découverte du génome, étudier l’embryogenèse consiste principalement
à tenter de comprendre les signaux permettant d’exprimer une partie du génome
plutôt qu’une autre, qui permet l’élaboration de la forme et du destin cellulaire.
Dans cette quête, l’établissement des formes et des fonctions biochimiques ont long-
temps été considérés comme déconnectés.

I.1.1 Régulation par les principes physiques

Pendant l’antiquité déjà, on étudiait le développement de l’embryon. C’est Aris-
tote qui, le premier rédige un traité d’embryologie dans lequel il décrit le dévelop-
pement de l’embryon de poulet étape par étape, proposant que chaque étape est
nécessaire au bon développement de la suivante. Ses observations feront date dans
l’histoire de l’embryologie car il introduit la notion de cascades développementales
induisant le développement. Pendant les siècles qui suivent, on décrit l’établisse-
ment des formes comme étant simplement le produit de paramètres mécaniques. Si
bien, qu’au 19ème siècle nait en Allemagne une science de l’embryogenèse entière-
ment basée sur l’influence de la mécanique, la Entwicklungsmechanik, inspirée par
les travaux de Wilhelm Roux (Roux, 1881).

En détruisant certaines parties de l’embryon, en en transplantant d’autres, en
variant des paramètres physiques (comme la pression, la température, etc.) ou chi-
miques, les scientifiques comme Wilhelm Roux ou Stéphane Leduc (Leduc, 1910)
cherchent minutieusement à comprendre le développement de l’embryon sur la base
de concepts avant tout physiques.
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1062 THE THEORY OF TRANSFORMATIONS [ch.

which fossils are subject (as we have "seen on p. 811) as the result

of shearing-stresses in the solid rock.

Fig. 519 is an outUne diagram of a typical Scaroid fish. Let us

deform its rectihnear coordinates into a system of (approximately)

coaxial circles, as in Fig. 520, and then filling into the new system.

Fig. 517. Argyropelecua Olfersi. Fig. 518. Stemoptyx diaphana.

space by space and point by point, our former diagram of Scarus,

we obtain a very good outline of an allied fish, belonging to a neigh-

bouring family, of the genus Pomacanihus. This case is all the more

interesting, because upon the body of our Pomacanihus there are

striking colour bands, which correspond in direction very closely

Fig. 519. Scarus sp. Fig. 520. Pomacanihus.

to the lines of our new curved ordinates. In like manner, the still

more bizarre outUnes of other fi.shes of the same family of Chaetodonts

will be found to correspond to very slight modifications of similar

coordinates; in other words, to small variations in the values of

the constants of the coaxial curves.

In Figs. 521-524 I have represented another series of Acantho-

pterygian fishes, not very distantly related to the foregoing. If we

XVII] THE COMPARISON OF RELATED FORMS 1063

start this series with the figure of Polyprion, in Fig. 521, we see that

the outlines of Pseudopriacanthus (Fig. 522) and of Sebastes or

Scorpaena (Fig. 523) are easily derived by substituting a system

Fig. 521. Polyprion. Fig. 522. Pseudopriacanthus alius.

of triangular, or radial, coordinates for the rectangular ones in which

we had inscribed Polyprion. The very curious fish Antigonia capros,

an oceanic relative of our own boar-fish, <Jonforms. closely to the

peculiar deformation represented in Fig. 524.

Fig. 523. Scorpaena sp. Fig. 524. Antigonia capros.

Fig. 525 is a common, typical Diodon or porcupine-fish, and in

Fig. 526 I have deformed its vertical coordinates into a system of

concentric circles, and its horizontal coordinates into a system of

curves which, approximately and provisionally, are made to resemble

1064 THE THEORY OF TRANSFORMATIONS [ch.

a system of hyperbolas *. The old outline, transferred in its integrity

to the new network, appears as a manifest representation of the

closely alUed, but very different looking, sunfish, Orthagoriscus mola.

This is a particularly instructive case of deformation or transforma-

tion. It is true that, in a mathematical sense, it is not a perfectly

satisfactory or perfectly regular deformation, for the system is no

Fig. 525. Diodon. Fig, 526. Orthagoriscus.

longer isogonal; but nevertheless, it is symmetrical to the eye, and
obviously approaches to an isogonal system under certain conditions

of friction or constraint. And as such it accounts, by one single

integral transformation, for all the apparently separate and distinct

external differences between the two fishes. It leaves the pa-rts

* The coordinate system of Fig. 526 is somewhat different from that which
I first drew and published. It is not unlikely that further investigation will

further simplify the comparison, and shew it to involve a still more symmetrical
system.

Fig. I.1 Illustration de la théorie des transformations, extrait de l’ou-
vrage On Growth and Form, Thompson (1917 puis 1942)
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Au début du 20ème siècle, le biologiste et mathématicien D’Arcy Thompson pu-
blie la première version (1917) de "On Growth and Form" (Thompson, 1942), ou-
vrage qui aura un accueil retentissant. Il y décrit les formes des êtres vivants à
travers le prisme des sciences mathématiques, en associant la phyllotaxie (étude de
l’implantation des rameaux d’une plante) et la suite de Fibonacci par exemple, ou
encore la forme des cornes de bovidés avec les spirales logarithmiques. Dans la lignée
de la Entwicklungsmechanik, l’élaboration des formes selon lui n’obéit qu’aux lois
physiques, à l’image de l’analogie qu’il fait entre la forme des bulles de savon et les
agrégats cellulaires ; analogie toujours étudiée de nos jours.

Le chapitre "The Theory of Transformations" retiendra particulièrement l’atten-
tion. Selon Thompson, certaines différences morphologiques entre les espèces sont
plus facilement explicables par déformation, que par le réarrangement de chacune
des parties. Par exemple, en appliquant une déformation de cisaillement, le Argy-
ropelecus Olfersi devient un Sternoptyxdiaphana, deux poissons de la même famille
(cf.Fig.I.1).

Ainsi, la morphogenèse et la spécification cellulaire -peu caractérisée avant l’avè-
nement de la biologie moléculaire, étaient, au 20ème siècle, encore considérées comme
deux phénomènes indépendants.

I.1.2 Contrôle génétique de l’embryogenèse

I.1.2.1 Régulation par des cascades biochimiques

C’est beaucoup plus récemment, et grâce aux travaux de T. Hunt Morgan sur
la théorie chromosomique de l’hérédité, que E.B. Lewis, C. Nüsslein-Volhard et E.
Wieschaus établissent à la fin des années 70 que, dans l’embryon de drosophile, les
toutes premières étapes de la morphogenèse sont régulées génétiquement (Lewis,
1978; Nüsslein-Volhard and Wieschaus, 1980).
L’embryon est d’abord divisé en différentes régions grâce à ce que A.M. Turing avait
appelé des "morphogènes", molécules de signalisation déterminant le destin cellu-
laire grâce à leur concentration (Turing, 1952). Ensuite seulement, les différentes
régions sont modelées. La morphogenèse est donc contrôlée génétiquement par ce
que l’on nommera des gènes maîtres du développement embryonnaire.
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Fig. I.2 Contrôle génétique de la spécialisation cellulaire et de la mor-
phogenèse.
a. Modèle du "French Flag" : l’expression de certains gènes est contrôlée par
la concentration de morphogènes émis par une source. Les morphogènes diffusent
alors à travers le yolk (comme représenté ici) mais il a été aussi proposé qu’ils
puissent aussi être transporté par transcytose à travers les cellules. En fonction
de sa concentration, des cascades de signalisation différentes sont déclenchées
pouvant entrainer la transcription de gènes spécifiques.
b. Cascades génétiques : certains morphogènes comme Bicoïd sont présents
maternellement sous forme de gradient. Ce morphogène est un facteur de trans-
cription qui entraine une cascade de régulation biochimique et génétique qui
permet de générer non seulement les gènes homéotiques, mais également la mor-
phogenèse des segments. Adapté de DuFort et al. (2011)

Dans l’embryon de drosophile, la régulation génétique de la morphogenèse n’est
pas directe. Elle se fait grâce à la diffusion sur de longues distances (à l’échelle
tissulaire) de morphogènes qui peuvent agir comme facteurs de transcription ou
d’inhibition de gènes en aval, en fonction de leur concentration, en déclenchant des
cascades de signalisation. Ces gènes contrôlent alors toute une machinerie molécu-
laire complexe qui régule aussi la forme des cellules, leur tension corticale, les forces
qu’elles exercent sur leurs voisines, etc... Bicoïd est le premier morphogène a avoir
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été identifié (Driever and Nüsslein-Volhard, 1988). Sa concentration maternelle ré-
gule les premières étapes de l’embryogenèse de la drosophile, en déclenchant une
cascade de régulation biochimique permettant d’établir les motifs génétiques, mais
aussi la structuration géométrique sous forme de segments (cf. Fig.I.2).

Le réseau de régulation génique (GRN pour "Genetic Regulatory Network") est
complexe et à été largement étudié ces trente dernières années.
Dans l’embryon de drosophile, l’invagination du mésoderme est contrôlée par l’ex-
pression des gènes twist et snail (Leptin, 1991). Les gènes bicoïd, nanos et torso-like,
quant à eux, sont nécessaires aux mouvements de convergence-extension (C&E) au
début de la gastrulation de l’embryon drosophile (Irvine KD, 1994). Dans diffé-
rentes espèces, les mouvements de C&E sont aussi régulés de manière génétique, et
des gènes ont été identifiés : wnt-5a chez le Xénope (Moon et al., 1993) et silber-
blick/wnt11 et wnt5 chez le poisson zèbre (Heisenberg et al., 2000).

I.1.2.2 Contrôle génétique de la morphogenèse biomécanique grâce au
réseau contractile d’acto-myosine

La régulation génétique des formes des cellules et de leur propriétés mécaniques
se fait grâce au contrôle du cytosquelette cellulaire. Le contrôle génétique du cytos-
quelette est décrit dans la publication Munjal and Lecuit (2014).

Jonctions 
adhérentes

Microtubules 
croissance et  
rupture rapide 

Figure I.3 – Organisation cellulaire Les
cellules épithéliales adhèrent à la matrice
extra-cellulaire à travers les intégrines. Elles
adhèrent aussi entre elles grâce à différents
types de jonctions, les "tight junctions" les
desmosomes, les "gap junctions" et les jonc-
tions adhérentes. A l’intérieur de la cellule,
l’architecture, les propriétés mécaniques et le
transport de protéines sont organisées par les
microtubules, les filaments intermédiaires et
les filaments d’actine.
Illustration issue de DuFort et al. (2011)
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• L’actine

Le cytosquelette est composé principalement de trois types de molécules struc-
turales : les filaments intermédiaires, qui assurent la résistance mécanique cellulaire,
les microtubules, qui dirigent le transport et organisent spatialement les différents
composants cellulaires et les filaments d’actine.

L’actine est une protéine extrêmement conservée chez les eukaryotes, présente
dans la quasi totalité des cellules du corps. L’actine est composée de monomères
capables de s’assembler entre eux afin de former de longs filaments polarisés. A une
extrémité, notée (+), les monomères s’attachent alors qu’à l’autre extrémité, les
monomères se dissocient de la structure filamenteuse.
Ces filaments peuvent s’assembler entre eux. Cet assemblage est régulé par des
complexes de protéines, comme par exemple Arp2/3 qui permet la nucléation de
nouveaux filaments liés aux autres et ainsi de construire un réseau branché, ou en-
core la myosine (cf. point suivant). Une très bonne synthèse de ces processus peut
être trouvée dans le livre Biologie Moléculaire de la cellule, Alberts (1993).

Grâce à ces protéines de liaison, les filaments d’actine sont organisés en dif-
férentes structures dans les cellules endothéliales comme les fibres de stress qui
sont des assemblages de filaments pouvant exercer des forces. Dans le cadre de
cette thèse, nous nous intéresserons particulièrement à l’actine corticale, compo-
sée de filaments désordonnés d’actine formant un maillage sous la membrane et à
la ceinture d’adhérence qui est un réseau contractile d’actine sur la périphérie
(intérieure) de la cellule, lié aux jonctions adhérentes.

• La myosine-II

La myosine-II (Myo-II) se lie aux filaments d’actine et permet de d’activer la
contractilité de ceux-ci. La myosine peut exercer des forces sur les filaments d’ac-
tine, et ainsi transmettre ces forces aux jonctions cellulaires et même au noyau.
La myosine agit comme un moteur moléculaire grâce à ses deux têtes globulaires.
Chacune des têtes contient deux sites de liaison ; un avec l’actine et un avec l’ATP.
Grâce à l’hydrolyse de l’ATP en ADP, elle peut changer de conformation, et "avan-
cer" le long des filaments vers la partie (+). Comme elle est liée, grâce à sa chaîne
légère à d’autres protéine de myosine, elles-même liées à des filaments d’actine, elle
peut ainsi tirer les filaments, ce qui exerce des forces sur le cortex cellulaire.
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La concentration locale de Myo-II est régulée génétiquement, permettant ainsi
la modification des formes cellulaires. La voie de signalisation implique RhoA, qui
permet d’activer ROCK (Rho-associated protein kinase), induisant ainsi la phos-
phorylation de la Myo-II, et son activité contractile.

+

+
+

+

RhoA ROCK myosine
P

Contractilité

(1) La voie de signalisation Rho permet d’activer l’activité contractile de la myosine-II
(a)

Apical

Basal

Constriction 
apicale

Invagination des tissus
temps

Convergence

Extension

(b)

(2) Exemples dans l’embryon précoce de drosophile (a) Invagination du mésoderme grâce
à la constriction apicale des cellules (b) Mouvements de C&E permettant l’élongation de la bande
germinale grâce à la polarisation du réseau d’acto-myosine induisant l’intercalation cellulaire

Fig. I.4 Morphogenèse biomécanique générée par le contrôle génétique
de l’activité contractile de l’acto-myosine
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Par exemple, dans l’embryon de drosophile, les protéines Twist et Snail per-
mettent l’accumulation médio-apicale de Myo-II dans les futures cellules du méso-
derme. La maille d’acto-myosine rétrécit les apex cellulaires, entraînant un rétré-
cissement apical qui déclenche l’invagination de l’épithélium (Dawes-Hoang, 2005).
Dans la même espèce, le même type de processus est à l’œuvre pour l’invagina-
tion de l’endoderme postérieur (Young et al., 1991). Ce mécanisme est également
conservé entre les espèces, car on le retrouve C-Elegans ou les ascidies par exemple.
Chez ces dernières, l’invagination de l’endoderme a lieu en deux phases distinctes.
L’aplatissement apical des cellules de l’endoderme est suivi par leur rétrécissement
dans l’axe apico-basal. Ces deux étapes sont régulées par le contrôle génétique de la
Myo-II ; phosphorylée une fois pour la myosine apicale et deux fois pour la myosine
jonctionnelle (Sherrard et al., 2010).

La contractilité du réseau d’acto-myosine peut aussi réguler des processus d’élon-
gation des tissus comme la bande germinale de l’embryon de drosophile grâce aux
mouvements de convergence-extension (C&E). L’acto-myosine jonctionelle est po-
larisée le long des parois, et rétrécie les jonctions cellulaires selon une direction
particulière forçant les cellules à s’intercaler entre leurs voisines (cf. Fig.I.4). Ainsi,
grâce au seul réarrangement des jonctions cellulaires, le tissu s’allonge dans une
direction.

Ces résultats ont montré de façon intéressante que la morphogenèse de l’em-
bryon, qui obéit aux lois de la physique newtonienne, est aussi le produit de régu-
lations biochimiques. Grâce à un contrôle génétique de molécules appelées morpho-
gènes, des machineries cellulaires se mettent en place pour introduire à un stade de
développement donné les forces internes nécessaires au développement.

I.1.3 L’embryogenèse, une boucle de régulation génétique et
mécanique

Inversement, il a été démontré dans les années 2000 que des cascades biochi-
miques peuvent être déclenchées ou contrôlées par les contraintes mécaniques grâce
à la mécanotransduction, processus par lequel une cellule transforme un stimulus
mécanique en un signal biochimique. La mécanotransduction peut influencer le déve-
loppement embryonnaire à différents niveaux : les contraintes mécaniques peuvent
réguler la machinerie cellulaire déjà existante (post-transcriptionnelle), mais elle
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peut aussi influencer le destin cellulaire en induisant (ou en réprimant) l’expression
de gènes.

Le contrôle physique de la morphogenèse et de la spécification cellulaire permet
d’assurer la robustesse de l’embryogenèse de la même manière que le gradient des
morphogènes. En effet, pour les morphogènes ou pour les contraintes, nous avons af-
faire à des régulations à l’échelle tissulaire. Peu importe le nombre exacte de cellules
d’un organe, ces mécanismes permettent d’en assurer la reproductibilité malgré des
tailles pouvant varier (Uygur et al., 2016). Cependant, les contraintes mécaniques
peuvent se propager beaucoup plus rapidement que les morphogènes ne diffusent,
et les morphogènes ne peuvent pas diffuser facilement dans tout type de tissu. Les
contraintes mécaniques pourraient donc prendre le relais de la diffusion des mor-
phogènes dans ce genre de situation afin de transmettre des informations sur de
grandes distances et extrêmement rapidement.

Devant la variété des mécanismes observés et pour les besoins de cette thèse, nous
nous intéressons ci-après à quelques processus spécifiques de mécanotransduction,
à savoir la mécanosensibilité de la myosine et son impact sur la morphogenèse et la
mécanosensibilité de la βcat et son rôle dans l’expression génique.

I.1.3.1 Renforcement des tissus grâce à la mécanotransduction

Nous avons vu que la Myo-II a un fort impact sur les propriétés mécaniques de
la cellule grâce à son activité contractile. Cependant, l’activité de la Myo-II peut
elle-même être régulée par les contraintes mécaniques.

• La mécanosensibilité de la Myo-II aide au renforcement des tissus

Le comportement mécanosensible de la Myo-II a d’abord été observé en culture
cellulaire (Effler et al., 2006). In vivo, une simple aspiration par micropipette dans
l’ectoderme de l’embryons de drosophile augmente la concentration jonctionnelle de
Myo-II, ce qui suggère un renforcement mécanosensible des jonctions. De la même
manière, la concentration en Myo-II augmente in vivo dans le tissu ectodermique
en réponse aux mouvements morphogénétiques C&E de la gastrulation chez les em-
bryons de drosophile Fernandez-Gonzalez et al. (2009).
La Myo-II est aussi stabilisée grâce aux tensions au niveau de l’anneau de cicatri-
sation d’une blessure pendant l’embryogenèse de la drosophile (Kobb et al., 2017).
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La tension de l’anneau contractile augmente et génère la fermeture de la plaie.
Lors de l’invagination du mésoderme dans l’embryon de C-elegans, il a été mon-
tré que les jonctions adhérentes sont renforcées par les tensions ce qui permet de
préserver l’intégrité des tissus (Zhang et al., 2011).

• La mécanotransduction aux jonctions cellulaires aide au renforce-
ment des tissus

Les jonctions cellule-cellule ou cellule-matrice sont des vecteurs de transmission
des forces et donc logiquement, un lieu privilégié de mécanotransduction. Les cellules
sont liées entre elles et à la matrice extra-cellulaire (ECM) grâce à des complexes
protéiques trans-membranaires, reliés au cytosquelette. Ce sont donc ces jonctions
qui sont capables de transmettre les forces de cellules en cellules (ou entre l’ECM
et la cellule). Les E-cadhérines sont les molécules trans-membranaires qui lient les
cellules entre elles : à l’extérieur de la cellule, elles sont liées à d’autres E-cadhérines,
à l’intérieur, elle sont reliées au cortex d’acto-myosine grâce à l’α- et la β-caténine
(α-cat et β-cat).
L’activité mécanotransductionnelle de ces structures lors du développement peut
amener à renforcer le cortex d’acto-myosine.

Le rôle important que jouent les jonctions cellulaires dans le renforcement du
cytosquelette a été observé in vivo dans des embryons précoces de poissons zèbres.
Chez les mutants présentant une α-caténine dont le domaine central est déficient
-domaine connu pour être mécanosensible en culture cellulaire- les contraintes mé-
caniques dues à la gastrulation entrainent des défauts d’élongation et de C&E (Han
et al., 2016). En culture cellulaire, soumise à une force supérieure à 5pN, la confor-
mation de l’α-cat est modifiée : la protéine "s’ouvre" et des effecteurs tels que la Vin-
culine y ont alors accès, ce qui permet le renforcement actif -grâce à l’acto-myosine-
des jonctions adhérentes (Yao et al., 2014). Un processus moléculaire similaire a
donc été proposé pour assurer l’intégrité de la morphogenèse et des mouvements
de C&E face aux contraintes générées par les mouvements morphogénétiques em-
bryonnaires du début du développement (Han et al., 2016).

D’autres voies participent au renforcement des tissus lors de la morphogenèse,
comme la voie de signalisation mécanosensible Yap/Taz (Dupont et al., 2011) qui
s’est avérée nécessaire au maintien de la forme générale de l’embryon de poisson
zèbre. La protéine ARHGAP18 activant la Rho GTPase préserve la rigidité du
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tissu embryonnaire contre les déformations induites par la gravité dans un processus
dépendant de Yap/Taz Porazinski et al. (2015).

ß-caténine

æ-caténine

E-cadhérine

Actine

FORCE

Vinculin

Myosine-II

ß-caténine

æ-caténine

E-cadhérine

Actine

FORCE

Vinculin

Myosine-II

ß-caténine

æ-caténine

E-cadhérine

Actine

FORCE

Vinculin

Myosine-II

Fig. I.5 Mécanosensibilité des jonctions adhérentes.
Soumise à des forces l’α-caténine change de conformation et ouvre un site de
liaison à la Vinculine. La Vinculine se lie aux filaments d’acto-myosine.
Figure inspirée de DuFort et al. (2011)

I.1.3.2 Induction de la morphogenèse biomécanique grâce à la mécano-
sensibilité de la Myo-II

La mécanosensibilité de Myo-II n’est pas seulement impliquée dans le renforce-
ment tissulaire suite aux mouvements morphogénétiques endogènes. Elle déclenche
également des mouvements morphogénétiques en réponse aux contraintes méca-
niques développées par les mouvements morphogénétiques de l’étape précédente.

Par exemple, juste avant l’invagination du mésoderme de l’embryon de droso-
phile, les pulsations des apex cellulaires induites par Snail permettent de stimu-
ler mécaniquement la Myo-II et induisent son accumulation médio-apicale régulée.
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C’est cette accumulation qui permet de réduire les apex des cellules et de déclencher
l’invagination du mésoderme (cf. Fig.I.4). Les pulsations des apex inhibent méca-
niquement l’endocytose de Fog et accentuent son exocytose, probablement grâce à
l’augmentation de la tension des membranes, déclenchant ainsi la voie Rho en aval
menant à une accumulation médio-apicale de la Myo-II (Pouille, 2009; Mitrossilis
et al., 2017). De plus, l’invagination du mésoderme, qui est le tout premier mou-
vement morphogénétique chez la drosophile, et qui est, comme nous venons de la
voir, déclenchée mécaniquement, active aussi l’invagination de l’endoderme posté-
rieur (Mitrossilis et al., 2017)

Ainsi, la mécanosensibilité de la Myo-II est au cœur d’une cascade bioméca-
nique auto-induite de mouvements morphogénétiques. Cela permet, non seulement
de renforcer les tissus soumis aux contraintes de la morphogenèse, mais aussi de
déclencher des mouvements morphogénétiques.

Le rôle de la mécanotransduction lors du développement ne s’arrête pas là cepen-
dant. Les contraintes mécaniques peuvent aussi influencer la spécialisation cellulaire
en déclenchant des cascades de signalisation entrainant une activité transcription-
nelle.

I.1.3.3 Induction mécanosensible de la spécialisation cellulaire

Les premiers travaux rapportant une induction mécanotransductionnelle de l’ex-
pression génique à différents stress mécaniques (Yang et al., 2000; Rauch et al., 2002;
Hove et al., 2003; Farge, 2003) datent du début des années 2000 .

L’induction mécanique de la spécialisation cellulaire lors du développement a
été observée dans différentes espèces et sous différentes formes, c’est à dire que le
stimulateur mécanique peut varier de nature. Par exemple, il a été montré que la
compression des tissus provoque la différenciation du tube gastrique antérieur de
la larve de drosophile de façon vitale (Farge, 2003; Desprat, 2008). La formation
des dents dans l’embryon de souris est aussi régulée par les contraintes mécaniques
de la compression tissulaire lors du développement (Mammoto et al., 2011). Lors
de la formation du cœur du poisson-zèbre, la pression générée par le flux sanguin
peut modifier l’expression de plusieurs gènes (North et al., 2009; Hove et al., 2003;
Peralta et al., 2013). La pression hydrostatique peut également influencer l’expres-
sion génique (Yang et al., 2000; Planas-Paz et al., 2012; Olsen et al., 2011) ou
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encore, la pression osmotique peut modifier la tension de la membrane plasmique
qui est importante pour l’endo et l’exo-cytose de protéines pouvant activer des voies
transcriptionnelles Rauch et al. (2002). Les plantes ne sont pas en reste ; chez Arabi-
dospsis Thaliana, des voies mécanotransductionnelles ont été identifiées permettant
une boucle de régulation entre la croissance du méristème et l’expression du gène
shoot meristemless, qui définie l’identité même du méristème (Landrein et al., 2015).
Ces exemples sont récapitulés dans la review Chan et al. (2017).

d.   Réarrangements cellulaires       -Poisson zèbre 
c. Forces du cytosquelette => relocalisation de morphogènes 

-C.elegans

Réaction-Diffusion  
=> relocalisation postérieure de pPAR 

Flux induit par l’acto-myosine  
=> relocalisation antérieure de aPAR 

T

T T

Croissance 
des tissus  

=>Flambage 
mécanique

Augmentation locale de la 
concentration du morphogène: 
changement du destin cellulaire

a. Contraintes géométriques                   -Souris

Destin trophectodermal  
pour les cellules  

avec domaine apical

Côté extérieur  
=> domaine apical 

Héritage de  
la polarité

b. La position détermine le destin cellulaire via la polarité 
-Souris

Constrictions apicales synchronisées 
=> FGF piégés dans des lumens

Transcription  
accentuée

Transcription  
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Fig. I.6 Mécanotransduction affectant le destin cellulaire lors du dé-
veloppement (a) Dans l’intestin de l’embryon de souris, la croissance des tissus
induit leur flambage mécanique. Dans les zones contraintes, le morphogène Shh
s’accumule, et inhibe la différenciation cellulaire. (Shyer et al., 2015, 2013) (b)
Dans l’embryon précoce de souris, au stade huit-cellules, le domaine apical, qui
se forme sur la couche externe de l’embryon, est hérité la cellule-fille externe.
Cette cellule deviendra une cellule du trophectoderme, c’est à dire de la couche
externe. (Nishioka et al., 2009; Maître et al., 2016) (c) Dans le zygote de C.
elegans, l’acto-myosine redistribue la protéine aPAR vers la partie antérieure
par advection, tandis que la protéine pPAR est transportée vers la partie pos-
térieure de l’embryon-cellule par réaction-diffusion. (Naganathan et al., 2014;
Goehring et al., 2011) (d) Dans le primordium de la ligne latérale, la constric-
tion apicale synchronisée des cellules entraîne l’emprisonnement de FGF dans
des micro-lumens. FGF accentuera la transcription de ces cellules tandis qu’elle
sera inhibée dans les cellules environnantes. (Durdu et al., 2014)
Adapté de Chan et al. (2017)
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Plusieurs mécanismes moléculaires ont été identifiés. Voir les exemples de la
Fig.I.6.
Devant la variété des phénomènes existants, nous nous intéresserons à un mécanisme
bien caractérisé et important pour le sujet de cet étude, la mécanosensibilité de la
βcat.

• Mécanosensibilité de la βcaténine

La βcaténine joue un rôle important dans la conversion de l’information mé-
canique en information transcriptionnelle. Comme nous l’avons vu, cette protéine
permet de faire la liaison entre les E-cadhérines et le cytosquelette d’acto-myosine.

La mécanosensibilité de la βcat a récemment été observée dans plusieurs pro-
cessus de développement distincts (Farge, 2003; Brunet et al., 2013; Shyer et al.,
2017; Röper et al., 2018).

Par exemple, lors de la gastrulation d’embryons de drosophile, les contraintes
mécaniques développées par les mouvements de C&E induisent l’activation de la
βcaténine. Sa translocation dans le noyau et son activité de cofacteur de transcrip-
tion avec Tcf conduit à l’expression du gène twist dans l’endoderme antérieur et
joue un rôle vital dans la différenciation fonctionnelle des cellules de l’intestin au
stade larvaire (Farge, 2003; Desprat, 2008). Comme nous le verrons plus en détail
(Part.I.2.2.3), ce processus est aussi impliqué dans l’expression de Twist lors de
la spécification du mésoderme. La phosphorylation mécaniquement induite du site
Y654 de la βcat provoque le relargage de la βcat jonctionelle dans le cytoplasme
puis sa translocation dans le noyau (Brunet et al., 2013; Röper et al., 2018). De
même, au cours du développement osseux des embryons de souris, sox9 est exprimée
en aval de l’activation mécanique de la βcat en réponse à l’activité spontanée du
muscle pour prévenir la différenciation osseuse dans les articulations (Kahn, 2009).

Plus récemment, il a été montré que la βcat amorce aussi la différenciation des
follicules des plumes au cours du développement du poulet (Shyer et al., 2017). En
effet, en réponse au flambage de l’épiderme sous tension -due à la Myo-II- la βcat est
phosphorylée sur le site Y654 et transloque dans le noyau des domaines cellulaires
pliés. Lorsque l’activité contractile de Myo-II est bloquée par la blebbistatine, aucun
flambage des tissus n’a été observé et par conséquent, l’activation de la βcat et
l’expression de son gène cible bmp2 (connu pour être en amont de la différenciation
des cellules folliculaires) sont inhibés. Voir Fig.I.7.
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extension (Figure 1A control). We measured the ratio of stomo-
deal-to-mesodermal Twist expression Is/Im to be 30% ± 13%
(n = 10) at the onset of gastrulation (early stage 6), and to reach
a mean value of 71% ± 19% (n = 23) after the initiation of GBE
(from stage 7 to earliest stage 8; Figure 1B).

To test whether Twist is mechanically induced in stomodeal
cells in response to the endogenous compression strains, we first
locally ablated the cells responsible for exerting force on the
stomodeal primordium, and then used two independent micro-
manipulation approaches to restore deformations. We used
intravital femtosecond pulse-induced ablation to disrupt the
most dorsal cells of a wild-type embryo (Figure 2Aa). Subsequent
alterations of cell movements corresponding to the first rapid
phase of GBE (Irvine and Wieschaus, 1994) prevented the com-
pression of stomodeal cells (Figures 2Ab and 2Ac). Concomi-
tantly, Twist expression markedly dropped in these cells (Is/Im =
18% ± 10%, n = 49) at stage 7 (Figures 2Ad and 2D). In this article,
we refer to embryos treated in this manner as ‘‘ablated.’’ Next, we
deformed anterior pole cells using a micromanipulated needle.
We refer to these embryos as ‘‘ablated indented.’’ A similar ap-
proach had previously proven to be successful within the context
of a bcd, nos, tsl GBE-defective mutant, in which stomodeal cells
were not fully differentiated due to maternal mutations in torso-
like and bicoid genes (Farge, 2003). Here we examined Twist me-
chanical induction in fully differentiated wild-type stomodeal cells
in response to an external deformation. The 50 mm tip indented
the stomodeum by a 20 mm depth for 10 min during mid-stage
6, corresponding to the time scale of the endogenous onset of
compression due to GBE (Figure 2Ba). This external mechanical
stress deforms stomodeal cells along a direction perpendicular
to their apico-basal axis, except at the tip of the embryo (Fig-
ure 2Bb). Embryos were fixed 10 min after the manipulation. In

these embryos, we measured a Is/Im ratio of 70% ± 23% (n =
36), i.e. on the order of magnitude of the level of expression of
Twist in the control at stage 7 (Figure 2Bd and 2D).

Then, we tested in compression-defective ablated embryos
whether an imposed deformation rate similar to the endogenous
tissue deformation of intact embryos could rescue stomodeal
Twist expression. We designed a micromanipulation assay
based on ferrofluid injection into the antero-dorsal cells of the liv-
ing embryo. This enabled us to manipulate the magnetized cells
with magnetic tweezers. First we ablated the dorsal cells of stage
5 embryos, to block endogenous compression forces arising
from GBE; then, before cellularization was complete, we injected
ferrofluid (magnetic nanoparticles) into the yolk next to the cellu-
larization front. We concentrated the ferrofluid into a patch of
roughly 50 anterodorsal cells surrounding the presumptive sto-
modeum primordium (Figure 2Ca) using an electromagnet. We
refer to these embryos as ‘‘ablated injected.’’ Finally, after cellu-
larization completed, magnetic tweezers were used to drag
magnetized tissue toward the stomodeum at mid-stage 6 for
10 min. By adjusting the distance between the tweezers and
the embryo, we controlled the compression state of stomodeal
cells via the force applied to magnetized cells. We could there-
fore induce tissue deformation mimicking GBE-triggered endog-
enous deformation. We rescued the mean endogenous sagittal
compression rate of stomodeal cells tissue of !2% min"1, by
applying a magnetic gradient of 120T m"1 generating a force
of 60 ± 20 nN on the stomodeum of the ablated embryos (Figures
2Cb and 2Cc; see Figure S1 and Movie S1 available online). We
refer to these embryos as ‘‘ablated rescued.’’ We verified that the
photoablation and injection procedures did not induce nonspe-
cific perturbations on dorso-ventral axis signaling by examining
the expression of Sim in the neuroectoderm at stage 8, the

Figure 1. Dynamics of Twist Expression in Stomodeal Cells at Early Gastrulation
(A) Mean sagittal deformation rates estimated from nuclear position (Nls-GFP in [a and b]) and velocimetric analysis (c and d) at the beginning of stage 6 ([a and c]

before GBE) and mid-stage 6 ([b and d] initiation of GBE). Yellow arrow denotes perturbed organization of nuclei that is characteristic of the initiation of stomo-

deum compression at this stage. In the compression analysis (see Experimental Procedures), red is compression and blue is dilation. (e) Low Twist expression in

uncompressed stomodeal cells (between red arrows) at the onset of gastrulation (early stage 6). (f) High stomodeal Twist expression after compression initiated

by GBE from 20–30 min after the onset of mesoderm invagination (late stage 7).

(B) Twist expression profile: the ratio of stomodeal-to-mesodermal expression (Is/Im) as a function of developmental stage in wild-type embryos. Time zero cor-

responds to the onset of gastrulation at the initiation of mesoderm invagination. Each point represents 10 samples. Error bars are standard deviations. Notations

A,c and A,d refer to Figure 1A.
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Figure 6. Cell Tissue Deformation and Twist Expression in Foregut and Stomodeal Primorda Cells at the Onset of the First Phase of the Germ-
Band Extension

(A) Morphogenetic sequence in the stomodeal-primordium cell tissue at the onset of gastrulation. Adapted from [16, 39, 40]. Stage 6: early
stage 6, left. Mesoderm (in green) invaginates during stage 6, without germ-band extension. Mid-stage 6: right, stomodeal cells are not
deformed (red arrows; n ! 10). Stage 7: left, first phase of the germ-band extension (green arrow), and anterior endodermal midgut invagination
(in red). Right, stomodeal primordium cells are specifically and significantly deformed (red arrows; n ! 10). Stomodeal-primordium cells are
anteriorly adjacent to endoderm anterior-midgut invagination [16, 39]. They were thus determined at stage 7 and were followed dynamically
under 2 photon microscopy to define their location at stage 6. Stomodeal cells invaginate at stage 10 (not shown).
(B) Twist expression in stomodeal-primordium cells at the onset of gastrulation. Stage 6: Twist is residually expressed in stomodeal cells (red
arrows) at mesoderm mid-invagination, (enlarged image at right; n ! 27). Stage 7: Twist is strongly expressed in stomodeal cells (red arrows)
during the initiation of the first phase of the germ-band extension (enlarged image at right; n ! 25). Stomodeal Twist expression is amplified
by a factor of about 8 relative to stage 6 (see text for quantitative analysis).
(C) Expression of Twist in the undeformed stomodeal-primordium tissue (red arrows) of the germ-band extension-defective bcd, nos, tsl
mutants at stage 7 (enlarged image at right). Twist is residually expressed in all deformation-defective stomodeal cells, with labeling on the
order of the labeling at stage 6 (see text for quantitative analysis; n ! 22).
(D) Recovery of the strong expression of Twist in the stomodeal cells of 93% of the germ-band-defective bcd, nos, tsl mutants at stage 7,
after the rescue of their compression against mesoderm invagination with a 50 "m micromanipulated point (see text for quantitative analysis,
26/28). Note the deformation of the stomodeal-cell tissue, as well as of the anterior tip of mesoderm invagination.
(E) Expression of Twist recovers in the deformed stomodeal-primordium tissue (red arrows) in all of the germ-band extension-effective bcd,
tsl mutants at stage 7 (enlarged image at right). Twist is strongly expressed in stomodeal cells at the onset of the first phase of the germ-
band extension (see text for quantitative analysis; n ! 27).

Artificial Mechanical Shape Change of the Early cells respond to this stress. This suggests that their
transcriptional response is triggered by deformation perEmbryo Induces the Armadillo-Dependent

Expression of Twist se and does not depend on the exact geometry and
amplitude of the mechanical strain applied to each cell.I have shown that lateral compression of the early em-

bryo induces the ectopic expression of Twist around However, it is unclear how the forces required to artifi-
cially deform the embryo lead to embryonic epitheliumthe entire dorsal-ventral axis and results in the ventrali-

zation of the embryo. Despite the probable variations stresses and strains that are related to endogenous
forces and deformations present in the embryo duringin the direction and amplitude of the deformation of

each cell as a function of its location in the embryo, all development.
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(1) Expression de twist par la mécanosensibilité de la βcat dans l’endoderme
antérieur de l’embryon de drosophile (Farge, 2003; Desprat, 2008)
Lorsque l’on inhibe les contraintes mécaniques crées par les tissus environnants par abla-
tion, ou en utilisant un triple mutant de bcb, nos et tsl, la βcat n’est plus nucléarisée et
l’expression de twist est inhibée. On peut restaurer ces deux phénomènes par en rétablis-
sant les contraintes mécaniques, par indentation ou par manipulation magnétique.

In other words, in embryonic patterning, the mechan-
osensitivity of the biochemical and active biomechanical
components allows mechanical cues to be privileged mode
of direct interaction between the biochemically active
and reactive microscopic molecular regulators of embryo-
genesis and the macroscopic morphological phenotype of
the embryo [46 ,47 ].

Among the physiological functions of such mechano-
biochemical cascade that underlie embryogenesis, we
can notice integrative rapid and long-range cell-cell inter-
actions. For instance, in the Drosophila embryo, line

tensions of acto-myosin cables robustly maintain differ-
entiation boundaries across tissues [48 ,49 ]. Also, collec-
tive cell apex constrictions, coordinated across the meso-
derm tissue by rapid and long-range
mechanotransductive cell-cell interactions, are required
for tissue invagination at gastrulation [23 !].

Physiological functions also reveal a robust coordination
between biomechanical and biochemical patterning. For
instance, the mechanical induction of Twist expression
ensures that only the internalized tissue at gastrulation
will maintain Twist expression, and will in fine

Mechanotransduction in development Merle and Farge 115
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(A) Contractility triggers b-catenin nuclearisation in the forming primordium of early chicken embryos and is upstream of the primordia gene
expression program. Contractility is low on the left due to blebbistatin treatment (25  mM Bb) and high on the right due to high substrate stiffness
without blebbistatin treatment (25  nM CA) compared to control conditions on the centre. b-catenin localization (IF), and bmp2 expression (FISH)
depends on the contractility and on the buckling deformation of the sample. (B) First morphogenetic movement of cell internalisation in mouse
embryos mechanically depends on the cell contractility asymmetry and leads to asymmetric differentiation. (a) Diagram of cell doublet. g1, g2 and
gc are the surface tensions of the two cells and the contact. (b) Numerical simulation showing the equilibrium state of a doublet from a 16-cell-
stage mouse embryo. The first cell fate depends on the equilibrium state of the doublet. (c,d) Immunostaining of control (25  mM of non-efficient
Bb) and inhibited by blebbistatin (25  mM Bb) doublets showing p-Yap, the Cdx2 outer layer cells expression and phalloidin.

www.sciencedirect.com Current Opinion in Cell Biology 2018, 55:111–118

(2) Expression de bmp2 induite par la mécanosensibilité de la βcat dans la
différentiation des follicules du poulet
Dans l’embryon de poulet, le flambage des tissus induit le relargage de la βcat dans la
cellule et l’expression du gène folliculaire bmp2. Ces deux phénomènes sont inhibés lorsque
les contraintes mécaniques sont bloquées.
Adapté de (Shyer et al., 2017)

Fig. I.7 La mécanosensibilité de la βcat à l’origine de l’expression gé-
nique dans différents contextes développementaux
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I.2 Conservation d’une voie mécanotransductionnelle
induisant la spécification du mésoderme chez les
bilatériens

I.2.1 Evo-Devo

L’Evo-Devo, pour "Evolutionary Developmental Biology" est l’étude de l’évolu-
tion des organismes à travers le développement embryonnaire. A partir de la com-
préhension des relations d’ancestralité entre espèces (phylogénie), l’étude comparée
du développement embryonnaire vise à inférer les mécanismes développementaux
ancestraux.

Avec la découverte des boîtes homéotiques, l’Evo-Devo a pris une tournure par-
ticulière. Les gènes hox, d’abord découverts dans l’embryon de drosophile ont été
identifiés chez un vertébré, le Xénope, en 1984 (Carrasco et al., 1984). Ces gènes
structurant le développement antéro-postérieur sont extrêmement conservés chez
les bilatériens (Ayala et al., 1998). Plus récemment, des gènes hox ont été identifiés
chez le cnidaire Nematostella vectensis ; permettant ainsi de dater leur apparition
à plus de 600 millions d’années (Ryan et al., 2007).
Ainsi, des animaux lointains dans l’arbre phylogénétique et morphologiquement très
disparates, partagent des sets de gènes extrêmement conservés, servant de "boîtes
à outils" régulant le développement embryonnaire. Ces découvertes montrent que
"L’Ureumétazoa" (ancêtre de bilatériens et des cnidaires) était un organisme com-
plexe possédant ces "boîtes à outils" ou "sets de gènes" régulant le développement
embryonaire.

La grande conservation de ces sets de gènes et la diversité des espèces semblent
à première vue contradictoires. Selon Sean Carroll (et Roy Britten, Eric Davidson
et Allan Wilson avant lui), la grande diversité des espèces actuelles s’expliquent
moins par des mutations des régions codantes du génome que par des variations
dans les mécanismes contrôlant l’expression de ces sets de gènes par des mutations
cis-régulatoires. Utilisés à des moments différents du développement et dans des
parties différentes de l’embryon, ces sets conservés expliquent selon eux les chan-
gements évolutifs (Carroll, 2005). Cette vue reste néanmoins controversée car peu
d’expériences ou d’observations permettent à ce jour de valider cette hypothèse



I.2 Spécification mécano-induite du mésoderme 19

(Coyne, 2005). Une bonne synthèse peut être trouvée dans la revue Stern and Or-
gogozo (2008).

I.2.2 Conservation de l’induction mécanique de la β-caténine
chez les bilatériens

I.2.2.1 Mésoderme

Lors de la gastrulation, des épithéliums sont compartimentalisés lors de réar-
rangements tissulaires ; ce sont les feuillets germinaux embryonnaires. Ce processus
peut s’effectuer par migration cellulaire, par délamination (divisions orientées), em-
bolie (invagination), épibolie (englobement), ou prolifération. La forme ancestrale
de gastrulation est débattue, mais l’hypothèse majoritaire reste l’invagination (Jä-
gersten, 1955; Wolpert, 1992; Hyman, 1923; Herman, 1997; Lane, 2005). Les cellules
des différents feuillets sont non seulement séparés spatialement, mais elles expriment
également des gènes différents ; elle se spécialisent. On parle de gènes mésodermaux,
endodermaux ou ectodermaux.

L’endoderme donne naissance aux organes digestifs et aux voies respiratoires,
lemésoderme donne les muscles, les cellules sanguines et la plupart des organes in-
ternes (excepté donc les organes digestifs et les voies respiratoires), et l’ectoderme
donne naissance au système nerveux et à l’épiderme.

L’émergence du mésoderme est considérée comme une innovation évolutive ma-
jeure. En effet, elle a permis une grande complexification du règne animal (Martin-
dale, 2004).
Les animaux sont divisés en deux groupes : les diploblastes (composés des cnidaires,
des spongiaires, les cténaires, et des placozoaires) qui possèdent deux feuillets germi-
naux lors de leur développement, l’endoderme et l’ectoderme et les triploblastes (les
bilatériens) qui possèdent un feuillet supplémentaire intermédiaire, le mésoderme.

Bien que la gastrulation était déjà présente chez l’Urbilatérien (l’ancêtre com-
mun hypothétique de tous les bilatériens), les évènements cellulaires et moléculaires
de la gastrulation sont peu conservés parmi les bilatériens. En particulier, les biolo-
gistes peinent à trouver des signaux biochimiques conservés induisant l’expression
des gènes mésodermaux.
Nous avons proposé que les contraintes mécaniques de la gastrulation déclenchent
l’expression des gènes mésodermaux par un processus de mécanotransduction (Bru-
net et al., 2013) (cf. Part.I.2.2.3).
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I.2.2.2 La voie Wnt canonique (cWnt)

La voie Wnt canonique est une voie de signalisation impliquée dans le dévelop-
pement embryonnaire (Peifer et al., 1991; Noordermeer et al., 1994; Peifer, 1994),
mais aussi dans le maintien de l’homéostasie des tissus adultes.

En l’absence de ligand Wnt, la β-cat présente dans le cytoplasme de la cellule est
dégradée par le complexe GSK3/Axin/APC. En revanche, lorsqu’un qu’un ligand
Wnt, en dehors de la cellule, est captée par la protéine trans-membranaire Frizzled
(Fzl), celle-ci désassemble le complexe par le recrutement de l’Axin. La βcat n’est
plus dégradée et sa concentration cytoplasmique augmente. Elle rentre dans le noyau
et se lie à Tcf. Le complexe βcat/Tcf est un facteur de transcription stimulant la
transcription des gènes mésodermaux.

7 Sep 2004 20:33 AR AR226-CB20-28.tex AR226-CB20-28.sgm LaTeX2e(2002/01/18) P1: GCE

WNT SIGNALING IN DEVELOPMENT 783

Figure 1 The canonical Wnt signaling pathway. In cells not exposed to a Wnt signal
(left panel), β-catenin is degraded through interactions with Axin, APC, and the protein
kinase GSK-3. Wnt proteins (right panel) bind to the Frizzled/LRP receptor complex
at the cell surface. These receptors transduce a signal to Dishevelled (Dsh) and to
Axin, which may directly interact (dashed lines). As a consequence, the degradation
of β-catenin is inhibited, and this protein accumulates in the cytoplasm and nucleus.
β-catenin then interacts with TCF to control transcription. Negative regulators are
outlined in black. Positively acting components are outlined in color.

WNT PROTEINS ARE LIPID MODIFIED

Wnt proteins are defined by sequence rather than by functional properties. They
contain a signal sequence followed by a highly conserved distribution of cysteines.
Although Wnt proteins are secreted, difficulties in solubilizing active Wnt mole-
cules had hindered attempts to purify the Wnts and precluded a thorough biochem-
ical characterization of this growth factor family. The insoluble nature of Wnts has
now been explained by the discovery that these proteins are palmitoylated and are
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Fig. I.8 La voie Wnt canonique (cWnt)
Adapté de Logan and Nusse (2004)

La voie cWnt, fait partie des "boîtes à outils" du développement. Elle est extrê-
mement conservée et régule quantité de signalisations, dont le déclenchement des
gènes mésodermaux.
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I.2.2.3 Conservation de l’induction mécanique suite aux premiers mou-
vements morphogénétiques

Les travaux réalisés au laboratoire il y a quelques années ont montré que la
mécanosensibilité de la βcat est impliquée dans la différenciation des cellules méso-
dermales suite aux premiers mouvements morphogénétiques (Brunet et al., 2013).

• Poisson zèbre

Au début du développement du poisson zèbre Danio rerio, le transfert nucléaire
de la βcat se fait en deux étapes. La première étape est sous contrôle génétique
maternel et régule l’expression des gènes dorsaux. Après le début de l’épibolie, le
tout premier mouvement de l’embryogenèse, la translocation nucléaire de la βcat
est plus importante et s’étend à l’ensemble de la zone marginale (cellules à la fron-
tière avec le yolk particulièrement contraintes par les mouvements d’épibolie). Ces
cellules sont les futures cellules mésodermales et expriment le gène notail, un gène
mésodermal cible du facteur de transcription βcat.

La sur-expression d’un dominant négatif Dkk n’a pas d’influence ni sur l’initia-
tion de la translocation nucléaire de la βcat, ni sur l’expression de notail, montrant
que l’initiation de ces processus est indépendante de la voie Wnt.

En bloquant le mouvement d’épibolie grâce la blebbistatine, une drogue bloquant
la myosine, la translocation nucléaire de la βcat est inhibée et l’expression de notail
est perdue. Pour restituer les contraintes mécaniques et ainsi définitivement tester
leur implication dans l’expression du gène notail, des particules ultra-magnétiques
ont été injectées dans les cellules de la marge des embryons traités avec la blebbi-
statine. Grâce à un aimant, les mouvements d’épibolie sont restitués, entrainant la
translocation nucléaire de la βcat et l’expression du gène notail.

Lors des mouvements d’épibolie, on peut observer une augmentation de 20%
de la phosphorylation Y654 de la βcat (p-βcat) par immunofluorescence dans les
cellules marginales. Cette augmentation est dépendante des mouvements morpho-
génétiques car elle disparaît sous blocage des mouvements (blebbistatine) et est
restaurée grâce aux manipulations magnétiques.
La nucléarisation de la βcat et l’expression de notail sont dépendants de la phos-
phorylation de la βcat car ils sont inhibés avec l’utilisation de PP2, un inhibiteur
des kinases Src family, responsables de la phosphorylation du site Y654 de la βcat.

Cette expérience démontre que les contraintes mécaniques de l’épibolie sont à
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l’origine de la translocation nucléaire de la βcat par la phosphorylation de son site
Y654, et de l’expression en aval du gène mésodermal notail.
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).

NATURE COMMUNICATIONS | DOI: 10.1038/ncomms3821 ARTICLE

NATURE COMMUNICATIONS | 4:2821 | DOI: 10.1038/ncomms3821 | www.nature.com/naturecommunications 7

& 2013 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved.

WT

Blebbistatin  
=>Epibolie bloquée

Blebbistatin  
+ restauration des 

contraintes  
mécaniques

S
ph

er
e

D
om

e
B

le
bb

is
ta

tin

p-βcat p-βcat β-Cat

β-Cat

p-βcat

Z
eb

ra
fis

h 
D

an
io

 r
er

io
Z

eb
ra

fis
h 

D
an

io
 r

er
io

P
P

2
P

P
2

P
P

2

B
le

bb
is

ta
tin

co
m

pr
es

se
d

B
le

bb
is

ta
tin

w
as

he
d

B
le

bb
is

ta
tin

+ 
U

M
L 

+ 
m

ag
ne

t

D
om

e
B

le
bb

is
ta

tin
co

m
pr

es
se

d
B

le
bb

is
ta

tin
+ 

U
M

L 
+ 

m
ag

ne
t

F
lu

or
es

ce
nc

e 
at

 th
e 

m
ar

gi
n/

flu
or

es
ce

nc
e 

in
 th

e 
bl

as
to

de
rm

 c
en

tr
e

1.
4

1.
2 1

0.
8

S
ph

er
e

st
ag

e
D

om
e

st
ag

e
P

P
2

B
le

bb
.

B
le

eb
.

+ 
w

as
h

B
le

bb
. +

U
M

L
+ 

m
ag

ne
t

p-βcat in the mesoderm (a.u.)

M
ar

gi
na

l s
ig

na
l i

nt
en

si
ty

/b
ac

kg
ro

un
d

no
rm

al
iz

ed
 r

el
at

iv
e 

to
 c

on
tr

ol
s

1.
6

1.
4

1.
2 1

0.
8

0.
6

S
ph

er
e

st
ag

e
D

om
e

st
ag

e
P

P
2

B
le

bb
.

B
le

bb
.

+ 
w

as
h

B
le

bb
.

+ 
U

M
L 

+
m

ag
ne

t

W
T

P
P

2

30% Epiboly

B
le

bb
is

ta
tin

co
m

pr
es

se
d

B
le

bb
is

ta
tin

+ 
U

M
L 

+ 
m

ag
ne

t

P
P

2
P

P
2

Notail

10
0% 90

%
80

%
70

%
60

%
50

%
40

%
30

%
20

%
10

% 0%

Con
tro

l

PP2
PP2+

az
a.

PP2+
Bleb

bis
tat

in

PP2+
ble

bb
.+co

mpre
ss

ion

PP2+
ble

bb
.+mag

ne
t

N
tl+

N
tl–

Frequency of observed
phenotypes

a
b

c

d
e

f

g
h

i

j

k
l

m
n

o

Fi
gu

re
7

|
M

ec
ha

ni
ca

lly
in

du
ce

d
ph

os
ph

or
yl

at
io

n
of

th
e

Y
6

6
7-

b-
ca

t
co

ns
er

ve
d

E-
ca

dh
er

in
in

te
ra

ct
io

n
si

te
in

th
e

m
es

od
er

m
of

D
an

io
.(

a)
Ph

os
ph

o-
b-

ca
t

la
be

lli
ng

in
ze

br
afi

sh
m

ar
gi

na
l

ce
lls

be
fo

re
ep

ib
ol

y
(s

ph
er

e
st

ag
e)

.
(b

)
Ph

os
ph

o-
b-

ca
t

la
be

lli
ng

at
th

e
st

ar
t

of
ep

ib
ol

y
(d

om
e

st
ag

e)
.

(c
)

Ph
os

ph
o-
b-

ca
t

la
be

lli
ng

af
te

r
bl

eb
bi

st
at

in
tr

ea
tm

en
t

th
at

su
pp

re
ss

ed
m

ov
em

en
ts

.
(d

)
Ph

os
ph

o-
b-

ca
t

la
be

lli
ng

af
te

r
bl

eb
bi

st
at

in
tr

ea
tm

en
t

w
it

h
ep

ib
ol

y
m

ov
em

en
ts

re
sc

ue
d

by
gl

ob
al

co
m

pr
es

si
on

.(
e)

Ph
os

ph
o-
b-

ca
t

la
be

lli
ng

af
te

r
bl

eb
bi

st
at

in
tr

ea
tm

en
t

w
it

h
ep

ib
ol

y
m

ov
em

en
ts

re
sc

ue
d

by
dr

ug
w

as
hi

ng
.(

f)
Ph

os
ph

o-
b-

ca
t

la
be

lli
ng

af
te

r
bl

eb
bi

st
at

in
tr

ea
tm

en
t

re
sc

ue
d

by
m

ag
ne

ti
c

m
an

ip
ul

at
io

n
of

U
M

L-
in

je
ct

ed
em

br
yo

s
le

ad
in

g
to

ep
ib

ol
y

m
ov

em
en

t
re

su
m

pt
io

n.
(g

)
Ph

os
ph

o-
b-

ca
t

la
be

lli
ng

in
th

e
pr

es
en

ce
of

PP
2

Sr
c-

fa
m

ily
in

hi
bi

to
r

tr
ea

tm
en

t
at

do
m

e
(a

ss
oc

ia
te

d
b-

ca
t

nu
cl

ea
r

tr
an

sl
oc

at
io

n
te

st
s

in
Su

pp
le

m
en

ta
ry

Fi
g.

S1
5b

).
(h

)
b-

ca
t

la
be

lli
ng

in
bl

eb
bi

st
at

in
gl

ob
al

ly
co

m
pr

es
se

d
em

br
yo

s
tr

ea
te

d
w

it
h

PP
2.

(i
)
b-

ca
t

la
be

lli
ng

in
bl

eb
bi

st
at

in
m

ag
ne

ti
ca

lly
de

fo
rm

ed
U

M
L-

in
je

ct
ed

em
br

yo
s

tr
ea

te
d

w
it

h
PP

2.
A

ss
oc

ia
te

d
qu

an
ti

ta
ti

ve
re

su
lts

in
Su

pp
le

m
en

ta
ry

Fi
g.

S1
5b

.(
j)

Le
ve

ls
of

pY
6

6
7
b-

ca
t

in
th

e
m

ar
gi

n
re

la
ti

ve
to

th
e

bl
as

to
de

rm
ce

nt
re

an
d

in
th

e
m

ar
gi

n
re

la
ti

ve
to

th
e

ba
ck

gr
ou

nd
in

sp
he

re
st

ag
e

(n
¼

6
),

do
m

e
st

ag
e

(n
¼

9
),

PP
2

tr
ea

te
d

(n
¼

7)
,

bl
eb

bi
st

at
in

-t
re

at
ed

(n
¼

22
),

bl
eb

bi
st

at
in

-t
re

at
ed

an
d

w
as

he
d

(n
¼

7)
,

an
d

bl
eb

bi
st

at
in

-t
re

at
ed

U
M

L-
in

je
ct

ed
m

ag
ne

ti
ca

lly
re

sc
ue

d
em

br
yo

s
(n
¼

9
).

D
iff

er
en

ce
s

be
tw

ee
n

co
nt

ro
l

do
m

e,
bl

eb
bi

st
at

in
-w

as
he

d
or

bl
eb

bi
st

at
in

-c
om

pr
es

se
d

em
br

yo
s

an
d

al
l

ot
he

r
co

nd
it

io
ns

ar
e

st
at

is
ti

ca
lly

si
gn

ifi
ca

nt
(P
o

0
.0

5
ac

co
rd

in
g

to
M

an
n–

W
hi

tn
ey

’s
ex

ac
t

te
st

.
Er

ro
r

ba
rs

ar
e

s.
d.

A
ll

ex
pe

ri
m

en
ts

w
er

e
re

pl
ic

at
ed

tw
o

ti
m

es
.

(k
)

nt
l

ex
pr

es
si

on
at

30
%

ep
ib

ol
y.

(l
)

nt
l

ex
pr

es
si

on
at

30
%

ep
ib

ol
y

up
on

PP
2

tr
ea

tm
en

t
in

bl
eb

bi
st

at
in

-t
re

at
ed

em
br

yo
s.

(m
)

nt
le

xp
re

ss
io

n
at

30
%

ep
ib

ol
y

up
on

PP
2

tr
ea

tm
en

t
in

bl
eb

bi
st

at
in

-t
re

at
ed

em
br

yo
s

w
it

h
m

ar
gi

n
ce

ll
ep

ib
ol

y
de

fo
rm

at
io

n
re

sc
ue

d
by

gl
ob

al
co

m
pr

es
si

on
.

(n
)

nt
l

ex
pr

es
si

on
at

30
%

ep
ib

ol
y

up
on

PP
2

tr
ea

tm
en

t
in

bl
eb

bi
st

at
in

-t
re

at
ed

em
br

yo
s

w
it

h
m

ar
gi

n
ce

ll
ep

ib
ol

y
de

fo
rm

at
io

n
re

sc
ue

d
by

m
ag

ne
ti

c
fo

rc
es

.
(o

)
Pr

op
or

ti
on

of
em

br
yo

s
sh

ow
in

g
nt

l
ex

pr
es

si
on

in
co

nt
ro

ls
(n
¼

4
9

),
PP

2-
tr

ea
te

d
em

br
yo

s
(n
¼

8
),

PP
2-

an
d

1-
az

ak
en

pa
ul

lo
ne

-t
re

at
ed

em
br

yo
s

(n
¼

9
),

PP
2-

an
d

bl
eb

bi
st

at
in

-t
re

at
ed

em
br

yo
s

(n
¼

15
),

PP
2

an
d

bl
eb

bi
st

at
in

gl
ob

al
ly

co
m

pr
es

se
d

em
br

yo
s

(n
¼

18
),

PP
2

an
d

bl
eb

bi
st

at
in

U
M

L-
in

je
ct

ed
em

br
yo

s
su

bm
it

te
d

to
th

e
ri

ng
m

ag
ne

t
(n
¼

5)
.A

ll
da

ta
ar

e
ch

ar
ac

te
ri

ze
d

by
Po

0
.0

5
by

w2 -t
es

t.
A

ll
ex

pe
ri

m
en

ts
w

er
e

re
pl

ic
at

ed
tw

o
ti

m
es

.
Sc

al
e

ba
r,

20
mm

(w
hi

te
ba

rs
)

an
d

10
0
mm

(b
la

ck
ba

rs
),

A
R

T
IC

LE
N

A
T

U
R

E
C

O
M

M
U

N
IC

A
T

IO
N

S
|

D
O

I:
10

.1
0

38
/n

co
m

m
s3

8
21

1
0

N
A

T
U

R
E

C
O

M
M

U
N

IC
A

T
IO

N
S

|4
:2

8
21

|D
O

I:
10

.1
0

38
/n

co
m

m
s3

8
21

|w
w

w
.n

at
ur

e.
co

m
/n

at
ur

ec
om

m
un

ic
at

io
ns

&
2
0
1
3

M
a
c
m

il
la

n
P

u
b

li
s
h

e
rs

L
im

it
e
d

.
A

ll
ri

g
h

ts
re

s
e
rv

e
d

.

p-ßcat 
MargePoisson zèbre

WT

Mutant snail 
=>pas d’invagination 

Mutant snail 
+ indentation 

(dilated) side46. In sea urchins, bra is downstream of the Wnt
canonical b-cat pathway and is strictly expressed at the highly
curved deformed margin of the blastopore with extinction of
transcription on internalization, an observation that could be
elegantly explained by control through mechanical signals47. In
amniotes, such as mice and chicken, the movements of epiboly
(that happen at the rim of the blastoderm) are uncoupled from
the process of mesoderm induction which, instead, takes place at
the primitive streak20. Interestingly, the primitive streak is
established by strong morphogenetic movements (known as
polonaise in chick embryos), which might provide the required
strains for mechanical mesoderm induction in amniotes. More

investigations are required to test this point. So far, data obtained
in mouse indeed confirm that the transcription activity of b-cat is
required for the initiation of bra expression22. These observations
suggest broad conservation for the mechanotransduction pathway
we describe at least among deuterostomes.

From a morphogenetic point of view, gastrulation movements
are strikingly diverse across Metazoans, including invagination,
epiboly-driven involution, ingression and delamination. Is this
diversity compatible with the idea of a conserved requirement for
mechanical cues in the establishment or maintenance of gene
expression patterns? In this respect, we note that the two
bilaterians we compare, Drosophila and zebrafish, display
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Figure 6 | Mechanically induced phosphorylation of the Y667-b-cat E-cadherin interaction site in the mesoderm of Drosophila. (a) Phospho-Y667-b-
cat labelling in stage-5 Drosophila embryos. (b) Phospho-b-cat labelling in stage-6 invaginating embryos. (c) Phospho-b-cat labelling in Src42A-RNAi
invaginating embryos. (d) Phospho-b-cat labelling in Arm667m stage-6 invaginating embryos. (e) Phospho-b-cat labelling in the non-invaginating
mesoderm of stage 6 sna! /! Drosophila embryos. (f) Phospho-b-cat labelling in the indented invaginating sna! /! mutants rescued in mesoderm
invagination (note mesoderm invagination rescue can also be shallower than WT, see Supplementary Fig. S11b). Scale bar, 20 mm (white bars). (g) Twist
expression in the WT at stage 8. (h) Twist expression in Src42A-RNAi at stage 8. (i) Twist expression in Arm667m embryos at stage 8. See Fig. 5e for
quantification. Scale bar, 10mm (white bars). (j) Quantification of Arm Y667 phosphorylation in the ventral furrow of Drosophila WT embryos (n¼ 18), in
Src42A-RNAi (n¼ 13), in Arm667m (n¼ 8), in sna! /! embryos (n¼ 7) and in indented invaginated sna! /! embryos (n¼ 6). Po0.001 according to
Mann–Whitney’s exact test. Error bars are s.d. All experiments were replicated two times.
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(dilated) side46. In sea urchins, bra is downstream of the Wnt
canonical b-cat pathway and is strictly expressed at the highly
curved deformed margin of the blastopore with extinction of
transcription on internalization, an observation that could be
elegantly explained by control through mechanical signals47. In
amniotes, such as mice and chicken, the movements of epiboly
(that happen at the rim of the blastoderm) are uncoupled from
the process of mesoderm induction which, instead, takes place at
the primitive streak20. Interestingly, the primitive streak is
established by strong morphogenetic movements (known as
polonaise in chick embryos), which might provide the required
strains for mechanical mesoderm induction in amniotes. More

investigations are required to test this point. So far, data obtained
in mouse indeed confirm that the transcription activity of b-cat is
required for the initiation of bra expression22. These observations
suggest broad conservation for the mechanotransduction pathway
we describe at least among deuterostomes.

From a morphogenetic point of view, gastrulation movements
are strikingly diverse across Metazoans, including invagination,
epiboly-driven involution, ingression and delamination. Is this
diversity compatible with the idea of a conserved requirement for
mechanical cues in the establishment or maintenance of gene
expression patterns? In this respect, we note that the two
bilaterians we compare, Drosophila and zebrafish, display

Stage 5 Stage 6

Stage 6

Stage 6 Stage 6

Stage 6

p-
βc

at
p-

βc
at

p-
βc

at

T
W

I

WT Mat-Gal4
*UAS-Src42ARNAi

Mat-Gal4
*UAS-Arm667m

20

15

10

5

0
WT Src42A

RNAi
Arm

667m
sna sna

indent. inv+

S
ta

ge
 6

p-
βc

at
 in

 th
e 

m
es

od
er

m
 (

a.
u.

)

a b

c d

e f

g h i

j

WT WT

sna indented invaginatedsna

Mat-Gal4
*UAS-Src42ARNAi

Mat-Gal4
*UAS-Arm667m

Drosophila melanogasterDrosophila melanogaster

Figure 6 | Mechanically induced phosphorylation of the Y667-b-cat E-cadherin interaction site in the mesoderm of Drosophila. (a) Phospho-Y667-b-
cat labelling in stage-5 Drosophila embryos. (b) Phospho-b-cat labelling in stage-6 invaginating embryos. (c) Phospho-b-cat labelling in Src42A-RNAi
invaginating embryos. (d) Phospho-b-cat labelling in Arm667m stage-6 invaginating embryos. (e) Phospho-b-cat labelling in the non-invaginating
mesoderm of stage 6 sna! /! Drosophila embryos. (f) Phospho-b-cat labelling in the indented invaginating sna! /! mutants rescued in mesoderm
invagination (note mesoderm invagination rescue can also be shallower than WT, see Supplementary Fig. S11b). Scale bar, 20 mm (white bars). (g) Twist
expression in the WT at stage 8. (h) Twist expression in Src42A-RNAi at stage 8. (i) Twist expression in Arm667m embryos at stage 8. See Fig. 5e for
quantification. Scale bar, 10mm (white bars). (j) Quantification of Arm Y667 phosphorylation in the ventral furrow of Drosophila WT embryos (n¼ 18), in
Src42A-RNAi (n¼ 13), in Arm667m (n¼ 8), in sna! /! embryos (n¼ 7) and in indented invaginated sna! /! embryos (n¼ 6). Po0.001 according to
Mann–Whitney’s exact test. Error bars are s.d. All experiments were replicated two times.
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(dilated) side46. In sea urchins, bra is downstream of the Wnt
canonical b-cat pathway and is strictly expressed at the highly
curved deformed margin of the blastopore with extinction of
transcription on internalization, an observation that could be
elegantly explained by control through mechanical signals47. In
amniotes, such as mice and chicken, the movements of epiboly
(that happen at the rim of the blastoderm) are uncoupled from
the process of mesoderm induction which, instead, takes place at
the primitive streak20. Interestingly, the primitive streak is
established by strong morphogenetic movements (known as
polonaise in chick embryos), which might provide the required
strains for mechanical mesoderm induction in amniotes. More

investigations are required to test this point. So far, data obtained
in mouse indeed confirm that the transcription activity of b-cat is
required for the initiation of bra expression22. These observations
suggest broad conservation for the mechanotransduction pathway
we describe at least among deuterostomes.

From a morphogenetic point of view, gastrulation movements
are strikingly diverse across Metazoans, including invagination,
epiboly-driven involution, ingression and delamination. Is this
diversity compatible with the idea of a conserved requirement for
mechanical cues in the establishment or maintenance of gene
expression patterns? In this respect, we note that the two
bilaterians we compare, Drosophila and zebrafish, display
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Figure 6 | Mechanically induced phosphorylation of the Y667-b-cat E-cadherin interaction site in the mesoderm of Drosophila. (a) Phospho-Y667-b-
cat labelling in stage-5 Drosophila embryos. (b) Phospho-b-cat labelling in stage-6 invaginating embryos. (c) Phospho-b-cat labelling in Src42A-RNAi
invaginating embryos. (d) Phospho-b-cat labelling in Arm667m stage-6 invaginating embryos. (e) Phospho-b-cat labelling in the non-invaginating
mesoderm of stage 6 sna! /! Drosophila embryos. (f) Phospho-b-cat labelling in the indented invaginating sna! /! mutants rescued in mesoderm
invagination (note mesoderm invagination rescue can also be shallower than WT, see Supplementary Fig. S11b). Scale bar, 20 mm (white bars). (g) Twist
expression in the WT at stage 8. (h) Twist expression in Src42A-RNAi at stage 8. (i) Twist expression in Arm667m embryos at stage 8. See Fig. 5e for
quantification. Scale bar, 10mm (white bars). (j) Quantification of Arm Y667 phosphorylation in the ventral furrow of Drosophila WT embryos (n¼ 18), in
Src42A-RNAi (n¼ 13), in Arm667m (n¼ 8), in sna! /! embryos (n¼ 7) and in indented invaginated sna! /! embryos (n¼ 6). Po0.001 according to
Mann–Whitney’s exact test. Error bars are s.d. All experiments were replicated two times.
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).
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hus,the

onset
of
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of
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arginal
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and
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ptive
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of
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ight
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be
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all
around
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in

m
argin
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at

the
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and
to

be
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at
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90%
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stage
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m
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found
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of
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of
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of
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and
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that

trigger
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to
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in
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of
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is
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to
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all
around
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cells
at

the
onset

of
epiboly 35,36,

and
to

be
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al
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at
the

90%
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stage
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except

for
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found

no
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of
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after
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of
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in

the
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plete
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by
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w
ith

the
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receptor

inhibitor
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(ref.
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and,

consistently,
no

inhibition
of

b-cat
nuclear
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at
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of
epiboly

in
m

ost
of
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and
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after
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7),
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treated

com
pressed

(n¼
73),blebbistatin-treated

and
w

ashed
(n¼

24
),and

blebbistatin-treated
em

bryos
w

ith
epiboly

rescue
by

m
agnetic

forces
(n¼

8
).

D
ifferences

betw
een

control
and

blebbistatin-treated
em

bryos,
and

betw
een

treated
and

rescued
em

bryos,
are

statistically
significant

according
to

the
w

2-test
(Po

0
.0

0
1).

(f)
Q

uantitative
reverse-transcription

PC
R

quantification
of

ntl
expression

in
controls,

blebbistatin-treated,
blebbistatin-treated

com
pressed,

blebbistatin-treated
and

w
ashed

em
bryos

(each
reaction

realized
in

technical
triplicates).

D
ifferences

betw
een

control
and

blebbistatin-
treated

em
bryos,

and
betw

een
treated

and
rescued

em
bryos,

are
statistically

significant
according

to
the

Student’s
t-test

(Po
0

.0
0

1).
Error

bars
are

s.d.
A

ll
experim

ents
w

ere
replicated

tw
o

tim
es.

A
R

T
IC

LE
N

A
T

U
R

E
C

O
M

M
U

N
IC

A
T

IO
N

S
|

D
O

I:
10

.10
38

/ncom
m

s38
21

6
N

A
T

U
R

E
C

O
M

M
U

N
IC

A
T

IO
N

S
|4

:28
21|D

O
I:

10
.10

38
/ncom

m
s38

21|w
w

w
.nature.com

/naturecom
m

unications

&
2
0
1
3

M
a
c
m

illa
n

P
u

b
lis

h
e
rs

L
im

ite
d

.
A

ll
rig

h
ts

re
s
e
rv

e
d

.

Notail
Vue dorsale

Marge

Dorsal

Supplem
entary

Fig.S9b).T
hus,the

onset
of

epiboly
m

ovem
ents

induces
a

specific
dilation

of
m

arginal
cells

and
provides

m
echanical

signals
that

trigger
b-cat

nuclear
translocation

to
initiate

ntlexpression
in

the
presum

ptive
m

esoderm
of

zebrafish
em

bryos.
A

s
above

m
entioned,such

m
echanicalinduction

ofntlin
early

m
esoderm

specification
m

ight
require

additional
biochem

ical
signalling,

such
as

N
odal,

w
hich

is
know

n
to

be
expressed

all
around

the
em

bryo
in

m
argin

cells
at

the
onset

of
epiboly 35,36,

and
to

be
involved

in
m

esoderm
al

ntl
expression

at
the

90%
epiboly

stage
(9hpf) 37.

H
ow

ever,
except

for
the

dorsal-m
ost

m
argin,w

e
found

no
inhibition

of
ntlexpression

after
inhibition

of
N

odalsignalling
in

the
com

plete
m

esoderm
by

treatm
ent

w
ith

the
N

odal
receptor

inhibitor
SB-431542

(ref.
37;

Supplem
entary

Fig.S10a,b,g) 38
and,

consistently,
no

inhibition
of

b-cat
nuclear

translocation
at

the
onset

of
epiboly

in
m

ost
of

the
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).
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polonaise in chick embryos), which might provide the required
strains for mechanical mesoderm induction in amniotes. More

investigations are required to test this point. So far, data obtained
in mouse indeed confirm that the transcription activity of b-cat is
required for the initiation of bra expression22. These observations
suggest broad conservation for the mechanotransduction pathway
we describe at least among deuterostomes.

From a morphogenetic point of view, gastrulation movements
are strikingly diverse across Metazoans, including invagination,
epiboly-driven involution, ingression and delamination. Is this
diversity compatible with the idea of a conserved requirement for
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expression patterns? In this respect, we note that the two
bilaterians we compare, Drosophila and zebrafish, display
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Figure 6 | Mechanically induced phosphorylation of the Y667-b-cat E-cadherin interaction site in the mesoderm of Drosophila. (a) Phospho-Y667-b-
cat labelling in stage-5 Drosophila embryos. (b) Phospho-b-cat labelling in stage-6 invaginating embryos. (c) Phospho-b-cat labelling in Src42A-RNAi
invaginating embryos. (d) Phospho-b-cat labelling in Arm667m stage-6 invaginating embryos. (e) Phospho-b-cat labelling in the non-invaginating
mesoderm of stage 6 sna! /! Drosophila embryos. (f) Phospho-b-cat labelling in the indented invaginating sna! /! mutants rescued in mesoderm
invagination (note mesoderm invagination rescue can also be shallower than WT, see Supplementary Fig. S11b). Scale bar, 20 mm (white bars). (g) Twist
expression in the WT at stage 8. (h) Twist expression in Src42A-RNAi at stage 8. (i) Twist expression in Arm667m embryos at stage 8. See Fig. 5e for
quantification. Scale bar, 10mm (white bars). (j) Quantification of Arm Y667 phosphorylation in the ventral furrow of Drosophila WT embryos (n¼ 18), in
Src42A-RNAi (n¼ 13), in Arm667m (n¼ 8), in sna! /! embryos (n¼ 7) and in indented invaginated sna! /! embryos (n¼ 6). Po0.001 according to
Mann–Whitney’s exact test. Error bars are s.d. All experiments were replicated two times.
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(dilated) side46. In sea urchins, bra is downstream of the Wnt
canonical b-cat pathway and is strictly expressed at the highly
curved deformed margin of the blastopore with extinction of
transcription on internalization, an observation that could be
elegantly explained by control through mechanical signals47. In
amniotes, such as mice and chicken, the movements of epiboly
(that happen at the rim of the blastoderm) are uncoupled from
the process of mesoderm induction which, instead, takes place at
the primitive streak20. Interestingly, the primitive streak is
established by strong morphogenetic movements (known as
polonaise in chick embryos), which might provide the required
strains for mechanical mesoderm induction in amniotes. More

investigations are required to test this point. So far, data obtained
in mouse indeed confirm that the transcription activity of b-cat is
required for the initiation of bra expression22. These observations
suggest broad conservation for the mechanotransduction pathway
we describe at least among deuterostomes.

From a morphogenetic point of view, gastrulation movements
are strikingly diverse across Metazoans, including invagination,
epiboly-driven involution, ingression and delamination. Is this
diversity compatible with the idea of a conserved requirement for
mechanical cues in the establishment or maintenance of gene
expression patterns? In this respect, we note that the two
bilaterians we compare, Drosophila and zebrafish, display
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Figure 6 | Mechanically induced phosphorylation of the Y667-b-cat E-cadherin interaction site in the mesoderm of Drosophila. (a) Phospho-Y667-b-
cat labelling in stage-5 Drosophila embryos. (b) Phospho-b-cat labelling in stage-6 invaginating embryos. (c) Phospho-b-cat labelling in Src42A-RNAi
invaginating embryos. (d) Phospho-b-cat labelling in Arm667m stage-6 invaginating embryos. (e) Phospho-b-cat labelling in the non-invaginating
mesoderm of stage 6 sna! /! Drosophila embryos. (f) Phospho-b-cat labelling in the indented invaginating sna! /! mutants rescued in mesoderm
invagination (note mesoderm invagination rescue can also be shallower than WT, see Supplementary Fig. S11b). Scale bar, 20 mm (white bars). (g) Twist
expression in the WT at stage 8. (h) Twist expression in Src42A-RNAi at stage 8. (i) Twist expression in Arm667m embryos at stage 8. See Fig. 5e for
quantification. Scale bar, 10mm (white bars). (j) Quantification of Arm Y667 phosphorylation in the ventral furrow of Drosophila WT embryos (n¼ 18), in
Src42A-RNAi (n¼ 13), in Arm667m (n¼ 8), in sna! /! embryos (n¼ 7) and in indented invaginated sna! /! embryos (n¼ 6). Po0.001 according to
Mann–Whitney’s exact test. Error bars are s.d. All experiments were replicated two times.
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(dilated) side46. In sea urchins, bra is downstream of the Wnt
canonical b-cat pathway and is strictly expressed at the highly
curved deformed margin of the blastopore with extinction of
transcription on internalization, an observation that could be
elegantly explained by control through mechanical signals47. In
amniotes, such as mice and chicken, the movements of epiboly
(that happen at the rim of the blastoderm) are uncoupled from
the process of mesoderm induction which, instead, takes place at
the primitive streak20. Interestingly, the primitive streak is
established by strong morphogenetic movements (known as
polonaise in chick embryos), which might provide the required
strains for mechanical mesoderm induction in amniotes. More

investigations are required to test this point. So far, data obtained
in mouse indeed confirm that the transcription activity of b-cat is
required for the initiation of bra expression22. These observations
suggest broad conservation for the mechanotransduction pathway
we describe at least among deuterostomes.

From a morphogenetic point of view, gastrulation movements
are strikingly diverse across Metazoans, including invagination,
epiboly-driven involution, ingression and delamination. Is this
diversity compatible with the idea of a conserved requirement for
mechanical cues in the establishment or maintenance of gene
expression patterns? In this respect, we note that the two
bilaterians we compare, Drosophila and zebrafish, display
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Figure 6 | Mechanically induced phosphorylation of the Y667-b-cat E-cadherin interaction site in the mesoderm of Drosophila. (a) Phospho-Y667-b-
cat labelling in stage-5 Drosophila embryos. (b) Phospho-b-cat labelling in stage-6 invaginating embryos. (c) Phospho-b-cat labelling in Src42A-RNAi
invaginating embryos. (d) Phospho-b-cat labelling in Arm667m stage-6 invaginating embryos. (e) Phospho-b-cat labelling in the non-invaginating
mesoderm of stage 6 sna! /! Drosophila embryos. (f) Phospho-b-cat labelling in the indented invaginating sna! /! mutants rescued in mesoderm
invagination (note mesoderm invagination rescue can also be shallower than WT, see Supplementary Fig. S11b). Scale bar, 20 mm (white bars). (g) Twist
expression in the WT at stage 8. (h) Twist expression in Src42A-RNAi at stage 8. (i) Twist expression in Arm667m embryos at stage 8. See Fig. 5e for
quantification. Scale bar, 10mm (white bars). (j) Quantification of Arm Y667 phosphorylation in the ventral furrow of Drosophila WT embryos (n¼ 18), in
Src42A-RNAi (n¼ 13), in Arm667m (n¼ 8), in sna! /! embryos (n¼ 7) and in indented invaginated sna! /! embryos (n¼ 6). Po0.001 according to
Mann–Whitney’s exact test. Error bars are s.d. All experiments were replicated two times.
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).
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Figure 5 | Mechanical induction of nuclear translocation of b-cat and of Twist expression in the Drosophila embryo mesoderm. (a) Twi expression in
the mesoderm of Drosophila embryos at stage 8 after WT invagination (n¼6). (b) Twist expression in non-invaginating sna" /" mutants (n¼ 7).
(c) Twist expression after invagination rescue through indentation of sna" /" mutants (n¼ 6). (d) Twi expression in the mesoderm of TcfDN embryos at
stage 8 (n¼6). (e) Quantification of Twi expression in the mesoderm of WT embryos (n¼6), sna" embryos (n¼ 7), sna" indented embryos with rescue
of mesoderm invagination (n¼ 6), sna" indented embryos without rescue of mesoderm invagination (n¼ 6), TcfDN embryos (n¼ 6), Src42A-RNAi
embryos (n¼ 12) and Arm667m embryos (n¼ 10). Data are characterized by a Mann–Whitney’s exact test Po0.001. Error bars are s.d. (f) Arm labelling
at stage 5 before mesoderm invagination. (g) Arm labelling during mesoderm invagination at stage 6. (h) Arm labelling in stage-6 sna" /" mutants.
(i) Arm labelling in mesoderm-invaginated sna mutants after indentation. (j) Arm labelling in Mat-Gal4*Arm667m Y667 unphosphorylable Arm mutants.
Note the diffuse texture of the image associated with 1% formaldehyde procedure for which nuclear detection of Arm is possible (see Methods) but
junctional resolution is lost. Higher membranar resolution is achieved with the 2% formaldehyde procedure, but characterizes membrane and cytoplasm
only (Supplementary Fig. S11d). Note also that in contrast to zebrafish, signalling Arm is known to be more diffusively found in the cytoplasm with some
degree of nuclear enrichment only43. (k) Quantification of Arm nuclear translocation (ratio of average mesodermal co-localization signal (density of white
pixels) over ectodermal co-localization signal) in the mesoderm of WT at stage 5 (n¼ 7), at stage 6 (n¼ 6), in the sna" at stage 6 (n¼6), in the sna"

indented with rescue of invagination at stage 6 (n¼6), in Arm667m at stage 6 (n¼ 8). Arbitrary units (a.u.). Data are characterized by a Mann–Whitney’s
exact test Po0.01 for all relevant comparison. Error bars are s.d. sna" /" mutants were selected by phenotype a priori (no mesoderm constriction and
invagination before the onset of germ band extension and a delay of 10 min in anterior gut invagination14), as well as a posteriori (profound lateral dorsal
folds characteristic of sna mutants as described in ref. 69) and by Snail labelling (see Supplementary Fig. S11a,b). All embryos are at stage 8. All
experiments were replicated twice. Scale bar, 10mm (white bars).
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Fig. I.9 Induction mécanique par les premiers mouvements morpho-
génétiques de la p-βcat et de l’expression des gènes mésodermaux chez
deux bilatériens
Adapté de Brunet et al. (2013)

• Drosophila melanogaster

Dans l’endoderme antérieur de l’embryon de drosophile, l’élongation de la bande
germinale induit l’expression du gène twist grâce à la mécanosensibilité de la βcat
(Farge, 2003; Desprat, 2008). La mécanosensibilité de la βcat est aussi impliquée
dans le maintien de l’expression du même gène (twist) dans le mésoderme tout
juste après son invagination. En effet, l’expression de ce gène est initiée par Dorsal
avant la gastrulation, mais dans les embryons mutants de snail, qui n’invaginent
pas, l’expression de twist disparaît prématurément. Cette disparition est associée
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à la disparition de la translocation nucléaire de la βcat et à la disparition de la
phosphorylation Y654 de la βcat. En indentant faiblement un mutant de snail, il a
été établi qu’on peut réactiver l’invagination complète dans 70% des cas du fait de
la mécanosensibilité de la Myo-II (Pouille, 2009; Mitrossilis et al., 2017). De manière
intéressante, le rétablissement de l’invagination restaure également l’expression du
gène twist, la nucléarisation de la βcat et sa phosphorylation sur le site Y654.

Ces expériences ont montré le rôle fondamental des contraintes mécaniques liées
à la gastrulation dans le maintien de twist chez la drosophile et dans l’initiation de
l’expression de notail chez le poisson zèbre, deux gènes mésodermaux, via l’induc-
tion mécanique de la phosphorylation Y654 de la βcat.
Le dernier ancêtre commun du poisson zèbre et de la mouche drosophile n’est rien
d’autre que l’Urbilatérien, c’est à dire le dernier ancêtre commun de tous les bila-
tériens. En effet, ces deux espèces ont divergé il y a plus de 570 millions d’années.

Notre hypothèse est donc la suivante : le mécanisme conservé parmi les bila-
tériens permettant la spécialisation des cellules mésodermales n’est pas une pro-
téine issue d’un gène conservé mais un processus mécanotransductionnel. Lors de
la gastrulation, les contraintes mécaniques développées sur les cellules permettent
sa phosphorylation sur le site conservé Y654. Elle est alors relarguée dans le cyto-
plasme et transloque dans le noyau, où elle agit comme un facteur de transcription
et active l’expression des gènes mésodermaux.
Il est intéressant de noter que cette voie de signalisation mécanosensible semble être
conservée dans d’autres bilatériens. Dans beaucoup d’espèces, les gènes mésoder-
maux sont exprimés dans les zones de forte courbure tissulaire lors de la gastrula-
tion. Chez le Xénope par exemple, la translocation nucléaire marginale de la βcat,
permettant la spécialisation mésodermale, est indépendante de Wnt (Schohl and
Fagotto, 2003) et lorsque les tissus sont soumis artificiellement à des contraintes
mécaniques, le gènes mésodermal sox3 est exprimé (Kornikova et al., 2010).

• Mécanisme moléculaire

L’initiation de la phosphorylation de la βcat suite aux contraintes mécaniques
a été testée plus en détail dans l’embryon de drosophile (Röper et al., 2018).
Des simulations ont d’abord été réalisées pour comprendre l’interaction du complexe
E-cad/βcat soumis à des forces mécaniques. Avec une force de 6pN, les simulations
prédisent un étirement de 45% du complexe, ainsi que augmentation de 15% de
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l’accessibilité au site conservé de phosphorylation Y654.
Ces prédictions ont été confirmées par des expériences in vivo dans l’embryon inva-
ginant de drosophile, grâce à des techniques de FRET (Förster Resonance Energy
Transfer). L’accepteur est situé proche du site D665, le site majeur d’interaction de
l’E-cad avec le site Y654 de la βcat, et le donneur est situé sur la βcat, proche du
site Y654. Lorsque les deux fluorophores sont proches, l’énergie est transférée du
donneur vers l’accepteur et la durée de vie du donneur est diminuée.

Dans des embryons déficients en snail et twist (grâce à des injections de RNAi ;
ces embryons n’invaginent pas), il n’y a pas d’augmentation de la durée de vie du
donneur entre le stade 5 (pré-invagination) et le stade 6 (stade de l’invagination)
contrairement aux observations effectuées dans les WT qui invaginent. Cela signifie
qu’il y a une augmentation de la distance E-cad(D665)/βcat(C-terminus) seulement
lorsque les embryons invaginent .

Lorsqu’on restitue, dans ces mêmes embryons, les déformations dues à la gas-
trulation des futures cellules mésodermales en appliquant un champ magnétique,
dans les embryons préalablement injectés avec des liposomes ultra-magnétiques, on
retrouve l’augmentation de la durée de vie du donneur observée dans le WT qui
gastrule. On peut donc en conclure que sous contraintes mécaniques, le complexe
E-cad/βcat est étiré autour de son site d’interaction D665(E-cad)/Y654(βcat).

De façon intéressante, les simulations "prédisent" un étirement du site D665/Y654
de 1nm correspondant à la valeur expérimentale observée en FRET.

Les injections de Src-42A-RNAi et les immunofluorescences contre la βcat non
phosphorylée sur le site Y654 ont montré que l’accessibilité du site de phosphoryla-
tion augmente de 20% dans les tissus mésodermaux pendant la gastrulation et que
le relargage de la βcat des jonctions, quant à lui, augmente de 16%.

On peut interpréter ces résultats de la manière suivante : soumise à une force de
6pN, le site Y654-βcat a environ 15% à 20% de chance de s’ouvrir. Lorsque ce site
est ouvert, il est plus accessible à la phosphorylation par Src-42A, ce qui entraine la
diminution de l’interaction E-Cad/βcat et le relargage d’environ 16% de βcat dans
le cytoplasme.

Nous faisons donc face à un processus de mécanotransduction, impliquant la
phosphorylation du site Y654 de la βcat des jonctions adhérentes, permettant son
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relargage dans le cytoplasme puis dans le noyau des embryons de drosophile. Grâce
à la fonction de co-facteur de transcription de la βcat, cette voie permet d’induire
la spécialisation cellulaire.

F=6pN

Fig. I.10 La voie βcat mécanosensible
Sous l’action de force mécanique, le site Y654 de la βcat s’ouvre à la phos-
phorylation par la kinase Sarc42A. Une fois phosphorylée, son interaction avec
l’E-cadhérine est diminuée et la p-βcat est relarguée dans le cytoplasme. Elle
transloque dans le noyau et déclenche l’expression des gènes mésodermaux.
A : accepteur(E-cad) C : donneur(βcat) D : D665(E-cad) Y : Y654(βcat)
Issu de (Röper et al., 2018)

I.2.2.4 Hypothèse de travail

Nous émettons ici l’hypothèse que cette voie mécanotransductionnelle est gé-
nérique et conservée parmi les Métazoaires. En effet, le site Y654 de la βcat et le
site D665 de l’E-cad ainsi que les Src-family kinases sont extrêmement conservés
et la mécanosensibilité de la βcat a été observée dans plusieurs processus variés ;
développementaux (dans l’induction des gènes mésodermaux chez deux espèces bi-
latériennes (Brunet et al., 2013)) ou tumoraux (dans le colon de souris (Fernández-
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Sánchez et al., 2015)).

L’objectif de cette thèse est de tester l’ancienneté de cette voie mécanosensible
et son rôle dans l’émergence du mésoderme.
Pour cela, nous devons tester la mécanosensibilité de la βcaténine dans un descen-
dant de l’ancêtre commun des bilatériens et des non bilatériens. Notre choix s’est
porté sur le cnidaire Nematostella vectensis.

Notons cependant que l’existence d’un caractère partagé entre différentes espèces
peut s’expliquer par des phénomènes de convergence évolutive. En effet, soumises
à des contraintes environnementales équivalentes, des espèces peuvent développer
des caractères similaires sans que leur ancêtre commun ait possédé ces caractères.

Dans le cadre de ce travail, l’identification de la mécanosensibilité de la βcat chez
le cnidaire Nematostella vectensis pourrait témoigner d’une convergence évolutive.
En effet, bien que les acteurs de cette voie (βcat, E-cad et les Scr-family kinase)
soient conservés parmi les métazoaires et plus spécifiquement les sites impliqués dans
le processus de mécanotransduction (Y654-βcat et D665-E-cad), il est envisageable
que cette voie n’était pas fonctionnelle dans l’ancêtre commun des bilatériens et des
cnidaires.

I.3 Nematostella vectensis : un organisme modèle
pour étudier l’évolution du mésoderme

I.3.1 Présentation générale de Nematostella vectensis

Nematostella vectensis est une anémone de mer que l’on trouve à l’état sauvage
dans les estuaires anglais et nord-américains. Son utilisation comme organisme mo-
dèle est très récente et le premier papier décrivant sa culture en laboratoire date
de 1992 (Hand and Uhlinger, 1992). Sa petite taille, la facilité à stimuler sa re-
production (en jouant sur des paramètres physiques comme la température et la
luminosité) et le grand nombre d’embryons par ponte sont autant d’atouts ayant
facilité sa popularité en laboratoire.

Plus que tout, elle répond aux besoins des biologistes évolutionnistes qui tra-
vaillent sur l’origine des bilatériens. En effet, il est désormais admis que les cni-
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daires sont la branche sœur des bilatériens (Technau, 2001, 2003; Martindale, 2004;
Philippe et al., 2009; Hejnol et al., 2009) (cf Fig.I.12). Ces deux branches auraient
divergé il y a plus de 600 millions d’années de "l’Ureumétazoa", ou CBA (Cnidarian-
Bilaterian Ancestor).

CNIDAIRES 

Two zones of spatial activation were found, with genes being
expressed in oral (NvAx6, NvAx6a, NvEve, NvAx7,) or aboral
(NvAx1, NvAx8) domains before and during early gastrulation
prior to any asymmetries along the directive axis (Fig. 2b).
Notably, NvAx6 and NvAx1 were the first to be detected by in situ
hybridization, occupying complimentary oral and aboral domains
during early blastula formation (12hpf) (Fig. 2c). NvHlxB9 and
NvEve are expressed along the oral pole of the animal during early
gastrulation35 , and in agreement with the qPCR analysis (Fig. 2b),
the NvHox genes appear to be expressed along a similar temporal
timeline. Respective oral and aboral expression of NvAx6 and
NvAx1 continues through the blastula to gastrula transition. At
this stage NvAx6 is initially expressed at the site of gastrulation
(animal pole) in the presumptive endomesoderm before becom-
ing restricted to the pharyngeal endoderm (Fig. 3a–e) associated
with the pharyngeal nerve ring15 ,20 . Conversely, NvAx1 maintains
a broad aboral expression domain throughout blastula and
gastrula stages before becoming refined to the most aboral
domain of the apical tuft region during early planula stages
(Fig. 3f–j). The broad complimentary expression domains of the
orally expressed anterior Hox gene NvAx6 and aborally expressed
NvAx1 genes during blastula stages suggests they may play an
important role in oral–aboral patterning during early
development.

Unequal opposing role of Hox genes in oral–aboral patterning.
NvAx6 and NvAx1 are expressed in opposite territories
throughout development and their function was manipulated by
microinjection of mRNA or antisense oligonucleotides into
uncleaved zygotes. Knockdown of the orally expressed anterior

Hox gene, NvAx6, results in embryos that have defective gas-
trulation, compared with controls (Fig. 3k), and only initially
form an inner endomesodermal plate (Fig. 3l). Overexpression of
the aborally expressed Hox gene, NvAx1, by mRNA microinjec-
tion, results in a loss of gastrulation (Fig. 3m). Overexpression of
the anterior Hox gene NvAx6 or morpholino knockdown of
NvAx1, each interfere with pharyngeal development and produce
external tissue with a pronounced asymmetry at the blastopore
that fails to invaginate (Fig. 3n, o). At early gastrula stages
(24hpf), knockdown of the orally expressed Hox gene, NvAx6,
and the aborally expressed Hox gene, NvAx1, caused an expan-
sion of NxAx1 and NvAx6 expression respectively (Fig. 3p–q, s, t).
However, overexpression of the anterior Hox gene NvAx6 exhibits
only a slight expansion of NvAx1 expression (Fig. 3u). Con-
versely, overexpression of aboral Hox gene, NvAx1, completely
abolishes NvAx6 expression at the oral pole (Fig. 3r) and inhibits
oral development (Fig. 3m). This suggests that NvAx6 and NvAx1
maintain respective oral and aboral expression domains through
antagonism, but that NvAx1 appears to have functional dom-
inance over NvAx6, or that other factors contribute to the lack of
antagonism in NvAx6 overexpression experiments (Fig. 3u).

The morphological changes found during early development
and gastrulation are consistent with phenotypes identified during
larval and polyp formation (Fig. 4). Three days after injection,
ectopic tissue around the larval mouth is still present in animals
with overexpression of NvAx6, where overexpression of NvAx1
inhibits larval development (Fig. 4a–c). The aboral sensory apical
tuft is only affected by overexpression or knockdown of NvAx1
(Fig. 4d–h). Finally, overexpression of NvAx6 results in ectopic
tissue also in the juvenile polyp, consistent with expansion of oral
territories created during gastrulation. NvAx1 overexpression
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Fig. 1 Anterior–posterior patterning and the emergence of a Hox cluster. a Bilaterians are classically defined by an anterior–posterior axis perpendicular to
the dorsal ventral axis. Cnidarians are the sister taxa to bilaterians and are the only basal lineage to have a diverse cluster of Hox genes. b The common
ancestor of the deuterostome lineage likely had a Hox cluster consisting of 14–15 Hox genes, closely associated with the homeobox gene Eve18. c Evidence
from the protostome, Tribolium castaneum, suggests that the protostome ancestor also had an intact Hox cluster consisting of at least 10 linked Hox
genes17,70. d The cnidarian ancestor had both anterior (Hox1 and Hox2) and central/posterior (Hox9–13) class Hox genes22. e The Hox complement of the
anthozoan cnidarian, Nematostella vectensis, has phylogenetically anterior (NvAx6, NvAx6a, NvAx7, and NvAx8) and central/posterior (NvAx1 and NvAx1a)
Hox genes14,15. Depiction of Hox expression along the oral–aboral axis of a cnidarian, and the anterior–posterior axis of invertebrates and vertebrates. The
anterior (NvAx6) and central/posterior (NvAx1) Hox genes of Nematostella are expressed along the oral–aboral axis during larval development. Regions of
anterior, central, and posterior Hox expression are designated with shades of red, green, and blue, respectively. Asterisk indicates site of mouth formation
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expressed in oral (NvAx6, NvAx6a, NvEve, NvAx7,) or aboral
(NvAx1, NvAx8) domains before and during early gastrulation
prior to any asymmetries along the directive axis (Fig. 2b).
Notably, NvAx6 and NvAx1 were the first to be detected by in situ
hybridization, occupying complimentary oral and aboral domains
during early blastula formation (12hpf) (Fig. 2c). NvHlxB9 and
NvEve are expressed along the oral pole of the animal during early
gastrulation35 , and in agreement with the qPCR analysis (Fig. 2b),
the NvHox genes appear to be expressed along a similar temporal
timeline. Respective oral and aboral expression of NvAx6 and
NvAx1 continues through the blastula to gastrula transition. At
this stage NvAx6 is initially expressed at the site of gastrulation
(animal pole) in the presumptive endomesoderm before becom-
ing restricted to the pharyngeal endoderm (Fig. 3a–e) associated
with the pharyngeal nerve ring15 ,20 . Conversely, NvAx1 maintains
a broad aboral expression domain throughout blastula and
gastrula stages before becoming refined to the most aboral
domain of the apical tuft region during early planula stages
(Fig. 3f–j). The broad complimentary expression domains of the
orally expressed anterior Hox gene NvAx6 and aborally expressed
NvAx1 genes during blastula stages suggests they may play an
important role in oral–aboral patterning during early
development.

Unequal opposing role of Hox genes in oral–aboral patterning.
NvAx6 and NvAx1 are expressed in opposite territories
throughout development and their function was manipulated by
microinjection of mRNA or antisense oligonucleotides into
uncleaved zygotes. Knockdown of the orally expressed anterior

Hox gene, NvAx6, results in embryos that have defective gas-
trulation, compared with controls (Fig. 3k), and only initially
form an inner endomesodermal plate (Fig. 3l). Overexpression of
the aborally expressed Hox gene, NvAx1, by mRNA microinjec-
tion, results in a loss of gastrulation (Fig. 3m). Overexpression of
the anterior Hox gene NvAx6 or morpholino knockdown of
NvAx1, each interfere with pharyngeal development and produce
external tissue with a pronounced asymmetry at the blastopore
that fails to invaginate (Fig. 3n, o). At early gastrula stages
(24hpf), knockdown of the orally expressed Hox gene, NvAx6,
and the aborally expressed Hox gene, NvAx1, caused an expan-
sion of NxAx1 and NvAx6 expression respectively (Fig. 3p–q, s, t).
However, overexpression of the anterior Hox gene NvAx6 exhibits
only a slight expansion of NvAx1 expression (Fig. 3u). Con-
versely, overexpression of aboral Hox gene, NvAx1, completely
abolishes NvAx6 expression at the oral pole (Fig. 3r) and inhibits
oral development (Fig. 3m). This suggests that NvAx6 and NvAx1
maintain respective oral and aboral expression domains through
antagonism, but that NvAx1 appears to have functional dom-
inance over NvAx6, or that other factors contribute to the lack of
antagonism in NvAx6 overexpression experiments (Fig. 3u).

The morphological changes found during early development
and gastrulation are consistent with phenotypes identified during
larval and polyp formation (Fig. 4). Three days after injection,
ectopic tissue around the larval mouth is still present in animals
with overexpression of NvAx6, where overexpression of NvAx1
inhibits larval development (Fig. 4a–c). The aboral sensory apical
tuft is only affected by overexpression or knockdown of NvAx1
(Fig. 4d–h). Finally, overexpression of NvAx6 results in ectopic
tissue also in the juvenile polyp, consistent with expansion of oral
territories created during gastrulation. NvAx1 overexpression
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expressed in oral (NvAx6, NvAx6a, NvEve, NvAx7,) or aboral
(NvAx1, NvAx8) domains before and during early gastrulation
prior to any asymmetries along the directive axis (Fig. 2b).
Notably, NvAx6 and NvAx1 were the first to be detected by in situ
hybridization, occupying complimentary oral and aboral domains
during early blastula formation (12hpf) (Fig. 2c). NvHlxB9 and
NvEve are expressed along the oral pole of the animal during early
gastrulation35 , and in agreement with the qPCR analysis (Fig. 2b),
the NvHox genes appear to be expressed along a similar temporal
timeline. Respective oral and aboral expression of NvAx6 and
NvAx1 continues through the blastula to gastrula transition. At
this stage NvAx6 is initially expressed at the site of gastrulation
(animal pole) in the presumptive endomesoderm before becom-
ing restricted to the pharyngeal endoderm (Fig. 3a–e) associated
with the pharyngeal nerve ring15 ,20 . Conversely, NvAx1 maintains
a broad aboral expression domain throughout blastula and
gastrula stages before becoming refined to the most aboral
domain of the apical tuft region during early planula stages
(Fig. 3f–j). The broad complimentary expression domains of the
orally expressed anterior Hox gene NvAx6 and aborally expressed
NvAx1 genes during blastula stages suggests they may play an
important role in oral–aboral patterning during early
development.

Unequal opposing role of Hox genes in oral–aboral patterning.
NvAx6 and NvAx1 are expressed in opposite territories
throughout development and their function was manipulated by
microinjection of mRNA or antisense oligonucleotides into
uncleaved zygotes. Knockdown of the orally expressed anterior

Hox gene, NvAx6, results in embryos that have defective gas-
trulation, compared with controls (Fig. 3k), and only initially
form an inner endomesodermal plate (Fig. 3l). Overexpression of
the aborally expressed Hox gene, NvAx1, by mRNA microinjec-
tion, results in a loss of gastrulation (Fig. 3m). Overexpression of
the anterior Hox gene NvAx6 or morpholino knockdown of
NvAx1, each interfere with pharyngeal development and produce
external tissue with a pronounced asymmetry at the blastopore
that fails to invaginate (Fig. 3n, o). At early gastrula stages
(24hpf), knockdown of the orally expressed Hox gene, NvAx6,
and the aborally expressed Hox gene, NvAx1, caused an expan-
sion of NxAx1 and NvAx6 expression respectively (Fig. 3p–q, s, t).
However, overexpression of the anterior Hox gene NvAx6 exhibits
only a slight expansion of NvAx1 expression (Fig. 3u). Con-
versely, overexpression of aboral Hox gene, NvAx1, completely
abolishes NvAx6 expression at the oral pole (Fig. 3r) and inhibits
oral development (Fig. 3m). This suggests that NvAx6 and NvAx1
maintain respective oral and aboral expression domains through
antagonism, but that NvAx1 appears to have functional dom-
inance over NvAx6, or that other factors contribute to the lack of
antagonism in NvAx6 overexpression experiments (Fig. 3u).

The morphological changes found during early development
and gastrulation are consistent with phenotypes identified during
larval and polyp formation (Fig. 4). Three days after injection,
ectopic tissue around the larval mouth is still present in animals
with overexpression of NvAx6, where overexpression of NvAx1
inhibits larval development (Fig. 4a–c). The aboral sensory apical
tuft is only affected by overexpression or knockdown of NvAx1
(Fig. 4d–h). Finally, overexpression of NvAx6 results in ectopic
tissue also in the juvenile polyp, consistent with expansion of oral
territories created during gastrulation. NvAx1 overexpression
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bilaterians1–3 (Figure 1(b)). The sister relationship
makes cnidarians the most closely related non-
bilaterians and the obvious group to target for devel-
oping a model animal. The Cnidaria have two main
clades, the Medusazoa (hydras, jellyfish, and sipho-
nophores) and the Anthozoa (e.g., corals, sea ane-
mones) (Figure 1(b)). Hydra had long been used as
an animal model to better understand regeneration
and principles of patterning; however, they produce
small numbers of embryos in culture, and those
embryos are poorly accessible during most of their
development.4,5 In 1992, Hand and Uhlinger
reported a protocol to maintain the complete life
cycle of Nematostella in culture, which allowed for
robust investigation of cnidarian development.4 As
Nematostella, a number of other cnidarian species
such as Clytia and Hydractinia have been developed
as models.5,6 However, Nematostella is the most
developed and commonly used anthozoan cnidarian
model. Together investigations in multiple cnidarian
systems will complement and strengthen our under-
standing of cnidarian biology, and thus provide
insight into the ancestral tool kit that gave rise to the
complex bilaterian body plans. Here we focus on
Nematostella and provide brief summaries of the cur-
rent state of research on three well-studied aspects
of Nematostella development in regards to bilaterians

(axial patterning, emergence of mesoderm, and
nervous system evolution). We also provide references
to the tools available for researchers interested in
introducing Nematostella into their research program,
and briefly comment on additional areas, such as
regeneration, where Nematostella offers a novel
model system to better understand animal biology.

OVERVIEW OF NEMATOSTELLA
VECTENSIS BIOLOGY

Morphology and Life Cycle
of Nematostella
Nematostella vectensis lives in estuarine environ-
ments like salt marshes or brackish water pools, and
is thus normally exposed to significant fluctuations in
temperature and salinity. The physiological tolerance
required for life in an unsteady environment may
contribute to the relative ease with which Nematos-
tella can be cultured. The life cycle of Nematostella
takes approximately 12 weeks in culture.4 They are
dioecious, and fertilization occurs in the external
environment after spawning. Zygotes initially
undergo a series of reductive cleavages to form a
blastula. Gastrulation occurs via invagination and
initiates at the animal pole (Figure 2(a)). The gastrula
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FIGURE 1 | Nematostella vectensis is an anthozoan cnidarian sea anemone. (a) Image of adult Nematostella polyp. Image taken by Eric
Röttinger. (b) Phylogeny showing the sister relationship of cnidarians to bilaterians and Nematostella’s position within the cnidarians.
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Background
Homeobox genes constitute an ancient superclass of regula-
tory genes with diverse developmental functions [1]. The
homeobox, which encodes a helix-turn-helix DNA-binding
motif known as the homeodomain, originated prior to the
evolutionary split between plants, fungi, and metazoans [2].
The homeodomain is commonly 60 amino acids in length,
though recognizable homeodomains may be as long as 97 or
as short as 54 amino acids (reviewed in [3]).

Based on phylogenetic analyses and chromosomal mapping
studies, animal homeodomains can be divided among ten dis-
tinct classes: ANTP, CUT, HNF, LIM, POU, PRD, PROS,
SINE, TALE, and ZF [3-16]. The ANTP and PRD classes are
substantially larger than the other classes, and these two
classes are thought to be sister clades [5,7]. Within the ANTP
class, there is evidence for a monophyletic subclass compris-
ing Hox-related genes [4,7]. The PRD class can be divided

into subclasses based on the amino acid present at position 50
of the homeodomain (Q50, K50, or S50), but these subclasses
do no not appear to represent monophyletic groups [5,7]. The
remaining eight homeodomain classes are significantly
smaller than the ANTP and PRD classes, and they are thought
to have emerged as a series of lineages basal to an ANTP-PRD
clade [6]. To this point, the HNF class has only been reported
from vertebrates [6]. Structural and functional properties of
the homeodomain appear largely conserved within these
homeodomain classes [4]. The homeodomain sequences
encoded by orthologous homeobox genes are often so highly
conserved that orthology between protostomes and deuteros-
tomes, and even between bilaterians and non-bilaterians, is
readily apparent [17].

The ANTP, PRD, CUT, LIM, POU, PROS, SINE, TALE, and
ZF classes are known from both protostome and deuteros-
tome metazoans [3]. Therefore, we can trace their origins to

Phylogenetic relationships among major metazoan lineagesFigure 1
Phylogenetic relationships among major metazoan lineages. The topology of the tree is consistent with several recent molecular phylogenetic analyses 
[100-106]. Estimated divergence times for Cnidaria versus Bilateria, protostomes versus deuterostomes, and lophotrochozoans versus ecdysozoans are 
indicated in the white boxes [18]. The origin of the homeobox gene superclass must have predated the split between animals, plants, and fungi.
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Fig. I.11 Nematostella vectensis
(a) Image prise par Eric Röttinger d’un individu adulte (b) Nematostella peut se
reproduire de façon asexuée en bourgeonnant, ou de façon sexuée, en relâchant
des gamètes mâles et femelles dans l’eau. (c) Les cnidaires sont diplosblastes
et possèdent une symétrie radiale tandis que les bilatériens sont triploblastes et
possèdent une symétrie bilatérale. (d) Nematostella est un cnidaire, la branche
sœur des bilatériens. Ces deux branches ont divergé il y a plus de 600 millions
d’années.
Images issues ou adaptées de (Layden et al., 2016; Kelava et al., 2015; Ryan
et al., 2006; DuBuc et al., 2018)

Comme leur nom l’indique, les bilatériens ont une symétrie bilatérale, alors
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que les cnidaires possèdent une symétrie radiale. Cependant, ce n’est pas la seule
différence marquante de ces deux branches. Les cnidaires sont diploblastes, c’est à
dire qu’ils possèdent deux feuillets germinaux embryonnaires, l’endoderme et l’ecto-
derme, alors que les bilatériens sont triploblastes, et possèdent un troisième feuillet
intermédiaire : le mésoderme (cf. Part.I.2.2.1).

Les cnidaires, qui sont divisés en cinq classes, dont font parti les méduses, les
coraux, les anémones, et les hydres, sont donc utilisés pour étudier le développe-
ment des différents feuillets embryonnaires, l’apparition d’une symétrie bilatérale,
le système nerveux, et même la régénération (faculté de régénérer un organisme
entier à partir d’une fraction de l’animal adulte).

Comme les autres cnidaires, Nematostella possède une matrice intermédiaire
contractile située entre l’ectoderme et l’endoderme, la mésoglée. Cependant, elle se
démarque des autres cnidaires par plusieurs aspects. En effet, bien que cette ané-
mone possède une symétrie majoritairement radiale, des études récentes ont montré
qu’on pouvait déceler le début d’une symétrie bilatérale dans certaines phases de
son cycle de vie (Finnerty et al., 2004; Leclère and Rentzsch, 2014).

Aussi, bien qu’elle soit diploblaste, de nombreuses études ont identifié plusieurs
gènes mésodermaux comme snail, wnt, frizzled, brachyury (homologue de twist et
de notail) s’exprimant au pôle oral lors de sa gastrulation.

De plus, les tissus gastriques, dérivant de l’endoderme, possèdent des cellules
avec des fonctions digestives mais aussi contractiles. (Jahnel et al., 2014; Layden
et al., 2016). Ces analyses génétiques et fonctionnelles indiquent que les tissus gas-
triques de Nematostella proviennent d’un tissu germinal endomésodermal qui, au
tout début de la gastrulation a exhibé des caractéristiques mésodermales. Nous par-
lerons donc d’endomésoderme.

Cette particularité en fait un organisme privilégié pour étudier l’évolution des
feuillets germinaux embryonnaires et spécialement le mésoderme (Technau, 2001,
2003; Martindale, 2004).

I.3.2 Développement de l’embryon précoce

Après avoir été exposées à neuf heures de lumière et de chaleur, les anémones fe-
melles sont capables de pondre plusieurs centaines de cellules-œufs. A ce stade, l’œuf
est déjà polarisé : le pro-nucleus est localisé à un pôle, qui deviendra le pôle oral.
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Plusieurs ARN maternels se trouvent aussi répartis préférentiellement à ce pôle,
comme Strabismus, Dishevelled, Wnt3, ou Wnt7b (Lee et al., 2007; Kumburegama
et al., 2011). Les mâles relâchent le sperme dans les cristallisoirs et les cellules-œufs
sont ainsi fécondées.

En environ deux dizaines d’heures après la fécondation (en fonction de la tem-
pérature), l’embryon est devenu une sphère de cellules grâce aux clivages cellulaires
successifs. La cavité intérieure, remplie de nutriments, s’appelle le blastocèle. C’est
le stade blastula.

La gastrulation de Nematostella vectensis s’effectue par invagination des tissus
oraux dans le blastocèle. Le blastocèle se réduit et la nouvelle pseudo-cavité est ap-
pelée l’archentéron ; il donne sur l’extérieur grâce au blastopore. Le tissu intérieur
correspond à l’endomésoderme, et le tissu extérieur à l’ectoderme. La limite de ces
feuillets n’est pas claire et donne lieu à des débats.

stage is followed by the planula stage, which lasts from
approximately 24 h post fertilization (hpf ) to 96 hpf
(temperature dependent, unpublished observations).
Planulae are free swimming and during this stage the
developing anemone undergoes a slight elongation and
formation of pharynx and mesenteries occurs.7 The
planula undergoes a subtle type of metamorphosis,
which is first apparent by the arrest of swimming
movement as well as the formation of tentacle buds,
and results in formation of the four tentacle juvenile
polyp. At this point growth and maturation of the
polyp occurs in a nutrient dependent manner until they
reach sexual maturity. Development from egg to juve-
nile polyp occurs over roughly 6 days.4,7–10

The morphology of Nematostella is superficially
simple. They are diploblastic animals, meaning that
they consist of two germ layers, a bifunctional internal
endoderm also referred to as the entoderm, endomeso-
derm, or gastrodermis as well as an outer ectoderm
(Figure 2(a)). They possess a sac-like gut with a single
oral opening that corresponds to the site of gastrula-
tion7,8 (Figure 2(b)). The adult mouth is surrounded
by as many as 16 tentacles11 (Figure 1(a)). They have
a noticeable pharynx and eight radially repeated mes-
entery structures that run along the long oral–aboral
axis12 (Figure 2(b)). The mesenteries are comprised of
gonads, cnidocytes (stinging cells), and myoepithelial
cells that allow the animal to quickly contract along
the long axis.12–14 The two earliest forming mesenter-
ies are termed the primary (previously termed direc-
tive) mesenteries; they are situated ca 160! from one
another.15 There are two main axes to the anthozoan
body plan, the oral–aboral axis, which is the primary

axis and runs from the oral opening to the opposite
aboral side, and the directive axis. The directive axis is
oriented orthogonal to the oral–aboral axis. Although,
cnidarians have been described as radially symmetric
around the long oral–aboral axis of the animal, is has
long been known that this is not the case for anthozo-
ans. The arrangement of retractor muscles on the mes-
enteries and the presence of a ciliated groove (the
siphonoglyph) on one side of the pharynx establish a
clear, although subtle bilateral symmetry (summarized
in Ref 16). The exact relationship between oral–aboral
and directive axes and the anterior–posterior and
dorsal-ventral axes are still unclear, but numerous
investigations have shed a great deal of light on this
issue, and they are discussed below.

The ectoderm and endoderm have differen-
tiated epithelial cells and specialized cells (neurons,
gland cells, myoepithelial cells, etc.) intermixed with
each other. This is in contrast to most bilaterians,
which organize specialized cell types into organs with
a dedicated function. However, it should be noted
that distinct regions of the animal are enriched for
particular types of differentiated cells. For example,
tentacles, which serve to capture and move prey to
the mouth, are highly enriched for offensive cnido-
cyte stinging cells, which envenomate prey.17 In addi-
tion, regional patterning is observed for neural
markers.18–20 The ectoderm serves as a protective
barrier between the animal and environment. Differ-
entiated cell types found in the ectoderm include sen-
sory neurons, cnidocytes stinging cells, gland cells,
and interneurons with as of yet unknown function.
The endoderm contains absorptive cells that serve in
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FIGURE 2 | Development and morphology of Nematostella. (a) Schematic of Nematostella developmental stages. Modified from Ormestad
et al. Ref 90. Orange represents presumptive endoderm in blastula and the endoderm in all subsequent stages. The outer ectoderm is white, and
the aboral ectodermal domain is in light blue. (b) DIC image taken by Aldine Amiel of juvenile polyp. The mouth (oral opening) is indicated by
(Or), the tentacles by (tent), the pharynx by (Ph), and the mesenteries by (mes). Oral is up in all images.
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Fig. I.12 Développement de Nematostella vectensis
Issu de Ormestad et al. (2011) et Layden et al. (2016)

Lorsque la gastrulation est terminée, le blastocèle a disparu au profit de l’ar-
chentéron dont l’endomésoderme tapisse le fond. L’embryon s’allonge et un flagèle
pousse au pôle aboral. C’est l’étape de la planula nageante. D’abord quatre, puis
bientôt seize tentacules poussent autour de l’ouverture orale. Le polype juvénile,
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qui apparaît au bout de quelques semaines est une miniature de l’organisme adulte.

I.3.2.1 Gastrulation, aspects mécaniques

L’étape qui nous intéresse particulièrement ici est l’étape de la gastrulation car
c’est le premier mouvement morphogénétique majeur de l’embryon. Cette étape
cruciale permet la ségrégation des feuillets germinaux.

Dans les simulations réalisées, en partant d’un système à l’équilibre type blas-
tula, il suffit d’ajuster trois paramètres afin de reproduire de manière satisfaisante
la gastrulation complète de Nematostella (Tamulonis et al., 2011). Ces trois para-
mètres, nécéssaires à la gastrulation, mais aussi suffisants lorsqu’ils sont bien choisis,
sont : l’adhésion basale des cellules de l’endoderme entre elles, la constriction
apicale de ces mêmes cellules, et la force exercées par les filopodes qui per-
mettent de sceller l’endoderme invaginant à l’ectoderme.

Tout d’abord, une observation attentive des cellules de la plaque pré-endomésodermale
nous indique que les cellules perdent leur adhésion basale, que les auteurs appellent
"dé-épithélialisation". Il en résulte une organisation alternée de cellules en "forme
de bouteille" ("bottle-shape cells"), et de cellules plus arrondies, ramassées ("squat
cells"). Cette configuration n’est possible en simulation que lorsque l’adhésion ba-
sale des cellules diminue mais l’adhésion apicale reste forte.
Ce travail montre aussi que la faible adhésion basale, ajoutée aux contraintes exer-
cées par les tissus ectodermaux environnant, suffisent pour déclencher la formation
des bottle-shape cells, sans même avoir recourt à la constriction apicale.

Pour que les tissus puissent flamber à l’intérieur du blastocèle, il a été montré
que le gène strabismus, connu pour appartenir à la voie polarisation planaire (PCP
pour Planar Cell Polarity pathway) (Darken, 2002), est requis (Kumburegama et al.,
2011). Strabismus agirait grâce au recrutement de l’actine dans les cellules du pôle
oral et permettrait leur constriction apicale. En l’absence de technique développée
pour marquer la myosine dans cette espèce, nous ne pouvons savoir si elle est im-
pliquée. Dans un article publié recemment (Pukhlyakova et al., 2018), ML-7, une
drogue bloquant la myosine ne semble pas avoir d’effet sur le début de l’invagination.
Les auteurs supposent donc que la constriction apicale serait indépendante de la
myosine-II. Cependant, les embryons traités avec ML-7 ne gastrulent pas et restent
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bloqués avec une faible invagination résiduelle, démontrant tout de même l’impor-
tance de la myosine-II dans le processus complet de gastrulation. Cependant, il est
tout de même possible que ML-7 bloque effectivement bien la constriction apicale
mais pas la perte d’adhésion basale qui, nous l’avons vu plus haut, est suffisante
pour engendrer la formation des bottle-shape cells et un début d’invagination si les
cellules sont soumises aux forces des tissus environnant.

(a)

(c)

(b)

Minimisation  
de l’énergieEnergie potentielle  

corticale
0 80

Fig. I.13 Gastrulation de Nematostella vectensis
(a) Images confocales d’embryons, du stade blastula jusqu’à la fin de la gastrula.
ec : ectoderme ; ed : endomésoderme
(b) Les cellules de la plaque pré-endomésodermale perdent leur adhérence ba-
sale. Il en résulte une configuration alternée des cellules, entre "bottle shape" et
arrondissement.
(c) Simulation de gastrulation en grâce à l’ajustement de trois paramètres, cha-
cun nécessaires, mais suffisants ensemble : la force des filopodes qui permettent
de sceller l’endoderme invaginant contre l’ectoderme, l’adhésion cellule-cellule,
qui diminue basalement dans les cellules endodermales, et la contriction apicale,
permettant l’initiation de l’invagination.
Simulation et images de Tamulonis et al. (2011)
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Les filopodes, protusions cellulaires, permettent d’exercer des forces. Lorsque les
tissus invaginent, les filopodes, sur la partie basale des cellules endomésodermales,
s’étendent et se rétractent de manière aléatoire. Si lors de la phase d’extension, le
filopode rencontre une cellule ectodermale, il s’y accroche, et se rétracte. Cela per-
met de tirer les tissus endomésodermaux invaginant de plus belle dans le blastocèle
et de sceller le contact entre les deux tissus.

Cependant, une simulation permet de reproduire une situation observée, en in-
diquant surtout les paramètres nécessaires, mais elle peut passer à côté de para-
mètres pouvant jouer un rôle. Même si une simulation ressemble à la réalité, elle ne
permet pas de valider définitivement le modèle. En effet, rien ne garantie que les
trois paramètres que nous venons de décrire, pourtant suffisants dans la simulation,
soient les seuls à l’œuvre. Par exemple, Pukhlyakova et al. (2018) proposent que
la constriction basale des cellules des lèvres du blastopore joue un rôle important.
Cette hypothèse est motivée par le fait que, sous l’action de ML-7, cette constriction
disparaît, et la gastrulation reste bloquée au premier stade. Cependant, il n’est pas
certain que la constriction basale des lèvres du blastopore soit un phénomène actif,
et non une réponse passive des cellules soumises aux contraintes des tissus invagi-
nant. En d’autres termes, nous ne savons pas si la constriction basale des cellules
des lèvres du blastopore est la cause de l’invagination (où l’une des causes), ou sa
conséquence. Nous pouvons simplement observer qu’il n’est pas nécessaire d’enco-
der cette constriction pour l’observer dans la simulation, en réponse à l’invagination
des cellules de la plaque endomésodermales.

I.3.2.2 Aspects génétiques

La génétique de l’embryon de Nematostella vectensis est étonnamment complexe
(Kusserow et al., 2005; Putnam et al., 2007). Le réseau de régulation génétique
(GRN) est abondamment étudié et il commence à se dégager une organisation spa-
tiale et temporelle (cf. Fig.I.14) (Röttinger et al., 2012; Abdol et al., 2017).

Spatialement, les gènes sont exprimés principalement selon cinq grands domaines
dont quatre au pôle oral : le domaine central, en jaune sur la Fig.I.14, l’anneau cen-
tral, en orange, l’association de ces deux domaines, et l’anneau externe en bleu
foncé. Ces domaines spatiaux ont été identifiés grâce à des hybridations in situ. Ces
domaines, qui sont appropriés pour la plupart des gènes, sont remis en cause petit
à petit. Certaines publications distinguent trois anneaux concentriques autour du



I.3 L’organisme modèle Nematostella vectensis 33

pôle oral. Un autre exemple : brachyury change de domaine d’expression au cours
du développement. Il est d’abord exprimé dans le domaine central, puis, au début
de la gastrulation, son expression s’étend spatialement et diminue au centre pour
ne représenter plus que l’anneau central (voir Fig.III.16).

(1) Domaines de co-expression génique de l’embryon au stade blastula
Quatre domaines d’expression ont été identifiés dans l’hémisphère animal : le domaine
central (jaune), l’anneau central (jaune), le domaine central et l’anneau central (jaune et
orange), et l’anneau externe (bleu foncé).
Issu de Röttinger et al. (2012)

(2) Huit groupes de gènes identifiés lors du développement précoce
Issu de Abdol et al. (2017)

Fig. I.14 Expression génique, spatiale et temporelle, dans l’embryon
précoce
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Temporellement, des groupes de gènes ont été identifiés grâce à des qPCR. Sur
la Fig.I.14, on peut voir ces groupes. Deux gènes d’un même groupe ont un profil
d’expression similaire bien qu’ils peuvent avoir un décalage temporel allant jusqu’à
quatre heures et des profils d’expression variants. Les gènes du groupe deux et six
sont exprimés maternellement.

La voie de signalisation cWnt est présente dans l’embryon de Nematostella (Wi-
kramanayake et al., 2003). La βcat est stabilisée de manière asymétrique le long de
l’axe oral/aboral. Elle transloque dans le noyau des cellules du pôle oral et reste
nucléaire dans les cellules invaginant dans le blastocèle. Lorsque la kinase GSK3,
dégradant la βcat dans la voie cWNT, est inhibée, les caractéristiques ectodermales
(pharynx, tentacules) sont perdues démontrant l’implication de la voie cWnt.

Un dizaine de gènes wnt ont été identifiés (Kusserow et al., 2005), ils peuvent
appartenir à tous les groupes de gènes : wnt3 et wnt7b sont maternels, wnt1, wnt2,
wnt8 et wnt8b appartiennent au groupe-1, etc. jusqu’à wnt4 qui appartient au
groupe-7. Ils ne sont également pas exprimés préférentiellement dans un domaine
spatial : wnt3, wnt8 et wntA s’expriment dans l’anneau central, wnt2 et wnt4 dans
l’anneau externe.

I.3.2.3 Mécanosensibilité de l’expression de Brachyury dans l’embryon
précoce de Nematostella

Récemment, Pukhlyakova et collègues ont proposé que le gène brachyury (bra)
est mécanosensible lors de la gastrulation de l’embryon de Nematostella (Pukhlya-
kova et al., 2018).

bra est l’homologue du gène notail dont l’expression est déclenchée suite aux
mouvements morphogénétiques de l’épibolie de l’embryon de poisson zèbre (Fig.I.9,
Brunet et al. (2013)). Dans l’embryon de Nematostella, bra s’exprime dès le stade
blastula au pôle oral de l’embryon. Son expression est nettement localisée dans l’an-
neau central et plus diffuse dans le domaine central. Lors de la gastrulation, il reste
exprimé au niveau de l’anneau central (Abdol et al., 2017).

L’utilisation d’une drogue bloquant la myosine, la ML-7, permet d’inhiber en
partie la gastrulation, bien que les cellules endomésodermales adoptent tout de
même la forme "bouteille" déjà évoquée Part.I.3.2.1 et initient le mouvement d’in-
vagination. La drogue ML-7, utilisée pendant douze heures consécutives, entre 16
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et 28hpf, induit également la disparition des marquages d’hybridation in situ (ISH)
de bra. Lorsque les embryons, sous drogue, sont dans le même temps soumis à des
compressions mécaniques entre lamelle et agar (entre 16 et 28 heures de dévelop-
pement), alors l’expression de bra n’est pas inhibée, suggérant que les contraintes
mécaniques sont nécessaires à son expression.
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Fig. I.15 La gastrulation est nécessaire au maintien de l’expression de
brachyury chez Nematostella
(a,b,c,d) Expression de bra (a) au stade blastula, (b) au stade gastrula, (c) au
stade gastrula après 12 heures de drogue ML-7, (d) au stade gastrula après 12
heures de drogue ML-7 et de compressions mécaniques entre lame et lamelle.
(e,f,g,h) Expression de bra dans les mêmes conditions que (a,b,c,d) respective-
ment après injections de morpholinos de βcat en début de développement.
Barres d’échelle : 50µm
Image adaptée de Pukhlyakova et al. (2018)

L’expression mécanosensible de bra dépend de la βcat. En effet, lorsque les
embryons sont injectés avec un morpholino de la βcat, l’expression de bra est in-
hibée. En outre, cela est le cas sous compressions mécaniques ou non. Ce résultat
confirme que l’expression de bra nécessite la présence de la βcat (Röttinger et al.,
2012). Cependant, cela ne démontre pas que la βcat est directement impliquée dans
le processus de mécanotransduction, car de nombreuses voies nécessitant la βcat
peuvent manquer entre 16 et 28hpf.

Ainsi, bra étant exprimé au stade blastula, c’est à dire avant tout mouvement
morphogénétique, ces résultats semblent indiquer que son expression est maintenue



36 Chapitre I. Introduction

grâce aux mouvements morphogénétiques de la gastrulation de l’embryon de Nema-
tostella -comme cela a été décrit pour twist lors de l’invagination du mésoderme de
l’embryon de drosophile (Brunet et al., 2013). De plus, ce phénomène est dépendant
de la βcat.
Ces résultats sont encourageants quant à notre hypothèse de travail. Il faudra iden-
tifier précisément le rôle de la βcat dans l’expression mécanosensible de bra et le
mécanisme moléculaire sous-jascent.

I.3.3 Difficultés liées à Nematostella, nécessité de l’outil infor-
matique

Bien que Nematostella vectensis possède des qualités indéniables en tant qu’or-
ganisme modèle, elle nous confronte à une difficulté majeure. En effet, le dévelop-
pement de Nematostella est très peu stéréotypé.
Cela peut s’observer dès le premier clivage cellulaire. Certains embryons se divisent
en deux cellules, mais d’autres forment directement un embryon de quatre cellules.
De manière similaire, le temps nécessaire pour atteindre le stade de gastrulation
varie énormément pour des embryons provenant d’une même ponte et ayant été
fécondés en même temps. A 22 heures post-fertilisation (hpf) à 20◦C, certains em-
bryons commencent tout juste la constriction apicale quand d’autres sont déjà au
stade mid-gastrula (stade où le blastocèle et l’archentéron font la même taille).

Comme nous l’avons vu, nous travaillons ici sur des phénomènes très sensibles.
Dans le zebrafish, il n’a été observé qu’une augmentation du signal p-Y654-βcat
de 15 à 20% seulement lors des premiers mouvements morphogénétiques (Brunet
et al., 2013). Néanmoins, cette faible augmentation est justifiable : pour préserver
l’intégrité des tissus, il est nécessaire qu’une faible proportion seulement de la βcat
jonctionnelle soit effectivement relarguée dans le cytoplasme. En outre, ces taux
semblent suffisants pour déclencher ou maintenir l’expression génique en aval. Nous
travaillons donc sur un phénomène très délicat à détecter.

De surcroît, ce phénomène est potentiellement transitoire et nous n’avons pas
accès à des techniques de "live imaging".

Toute la difficulté et donc l’enjeu de cette thèse a donc été de mettre
en évidence un phénomène difficile à détecter et potentiellement transi-
toire, dans un organisme peu stéréotypé.
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Pour aborder cet enjeu, nous avons mis en place un code Python permettant
d’analyser précisément les images à grande échelle, ce qui est indispensable face
à un organisme dont le développement est peu stéréotypé. Ce code est le résultat
d’un travail collectif. Il a été initié par Benjamin Gallois (actuellement doctorant
au LPJ, Paris) lors de son stage de M2 au laboratoire sous mon encadrement, puis
le développement a été poursuivi en collaboration avec Florian Sarron (IAP, Paris).
Grâce à ses fonctions de squelettisation et de segmentation, ce code nous a permis
de faire des analyses tissulaires et cellulaires précises, et de révéler des processus
biologiques essentiels.

I.4 Hypothèse de la thèse : émergence mécanique-
ment induite du mésoderme

L’embryogenèse est un processus complexe alliant régulations génétiques et mé-
caniques. De plus en plus de voies mécanotransductionnelles sont identifiées mais,
pour l’instant, une seule est potentiellement impliquée dans un processus évolutif
(Brunet et al., 2013).
En effet, chez certains bilatériens ayant directement divergé de l’ancêtre commun
de tous les bilatériens, une voie mécanosensible, la βcat, est conservée et permet
l’induction ou le maintien de l’expression de gènes mésodermaux. Les contraintes
de la gastrulation induisent la phosphorylation de la βcat sur le site Y654, et son
relargage dans le cytoplasme. Elle transloque dans le noyau où, grâce à Tcf, elle
stimule l’expression génique mésodermale.

Nous avons donc fait l’hypothèse que cette voie est conservée chez les bilatériens
car déjà présente chez l’Urbilatérien. Afin de tester son origine et sa potentielle im-
plication dans l’émergence même du mésoderme, nous voulons désormais tester son
existence dans l’ancêtre commun des bilatériens et des cnidaires.

Pour tester cette hypothèse, nous travaillons avec le cnidaire Nematostella vec-
tensis, qui possède un endomésoderme, un tissu représentant un mésoderme primitif.

Nous voulons donc tester l’activation mécanique de la βcat et des gènes endomé-
sodermaux suite aux contraintes de la gastrulation, mouvement morphogénétique
qui coïncide avec la différentiation de l’endomésoderme.

Pour bloquer les mouvements morphogénétiques, nous avons choisi d’injecter
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le morpholino de Strabismus, nécessaire au recrutement de l’actine permettant la
gastrulation. Pour restituer les contraintes dans les embryons inhibés, nous avons
appliqué des compressions globales uniaxiales. La p-βcat est observée par immuno-
fluorescence et les images sont analysées grâce au programme informatique déve-
loppé spécialement à cet effet.
Les gènes endomésodermaux en aval sont observés par qPCR et ISH.
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II.1 Méthodes expérimentales biologiques

Je décris ici les méthodes expérimentales que j’ai été amenée à utiliser durant
ma thèse. Des protocoles plus détaillés peuvent être trouvés dans les papiers cités.
Il s’agira ici de faire comprendre les techniques dans leur globalité, leur intérêt, les
raisons pour lesquelles nous les avons choisies, ainsi que leurs limites.

II.1.1 Culture et ponte de Nematostella Vectensis

Nematostella vectensis est étudiée en tant qu’organisme modèle depuis relative-
ment peu de temps. Sa culture est décrite à partir de 1992 par Hand and Uhlinger
(1992), puis les techniques de ponte ont été améliorées successivement (Fritzen-
wanker and Technau, 2002; Genikhovich and Technau, 2009a). Les anémones sont
cultivées à 18◦C dans le noir. Elles sont une trentaine par cristallisoir d’eau salée à
10g/l (1

3 SW). Les mâles et les femelles sont isolés dans des cristallisoirs différents
afin de contrôler l’heure de fécondation. Les anémones sont nourries avec des arté-
mies tous les jours.

Deux jours avant la ponte, les anémones sont nourries avec des huîtres. La veille
de la ponte, plusieurs cristallisoirs mâles et femelles sont placés sur une plaque
lumineuse chauffante. Au bout de neuf heures, l’eau de chaque cristallisoir et sou-
dainement remplacée par de l’eau à 18◦C, plus fraîche. Deux heures plus tard,
les femelles commencent à expulser plusieurs centaines de zygotes (non fécondés)
contenus dans un gel appelé la gangue. Les zygotes sont isolés dans un cristallisoir
contenant de l’eau filtrée à 0,22 µm (1

3 FSW). Du sperme récupéré dans les cristal-
lisoirs mâles est alors ajouté aux embryons afin de les féconder. La fécondation dure
une demi-heure, ce qui permet de connaître l’heure t0 du début du développement
à 30min près. Les embryons sont dégangués dans une solution de 2% de L-cystéine
dans 1

3 FSW pendant 10min.

La principale difficulté avec cet organisme modèle est de réussir à obtenir une
"bonne" ponte, c’est à dire une ponte synchronisée entre les femelles et abondante.
Les anémones sont divisées en trois lots pour pouvoir stimuler chaque lot toutes les
trois semaines, et ainsi pouvoir réaliser une ponte par semaine. Cependant, même en
respectant ce délai, il arrive que les anémones d’un même lot ne pondent pas, ou trop
peu pour garantir une bonne expérience, sans que nous aillons pu en déterminer les
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causes. Un ponte infructueuse est synonyme d’une semaine improductive car il faut
compter quatre jours pour une expérimentation (cinq en incluant les marquages). En
effet, il faut nourrir les anémones avec les huîtres deux jours avant le déclenchement
de la ponte, la stimulation sur la plaque lumineuse, la ponte et les injections durent
une journée supplémentaire, et on fixe les embryons à environ 24hpf (hours post-
fertalization).

II.1.2 Micro-injection des embryons

La micro-injection consiste à introduire de l’ADN, de l’ARN, des protéines, etc..
à l’intérieur même des cellules des embryons. Cette technique permet de déterminer
l’expression spatio-temporelle de gènes, mais aussi de comprendre leur fonction. Par
exemple, pour attester de la présence de protéines et suivre leur localisation, on in-
jectera des ARN messagers comportant une séquence qui sera traduite en protéine
fluorescente (Wikramanayake et al., 2003; Lee et al., 2007). On peut également
injecter des morpholinos (MO) (Kumburegama et al., 2011; Leclère et al., 2016)
ou des ARN interférants (RNAi) (Layden et al., 2013) qui permettent de bloquer
la traduction de protéines afin d’en comprendre le rôle lors du développement em-
bryonnaire.

Dans le cadre de cette thèse, comme il s’agit comprendre le rôle des forces mé-
caniques subies par les cellules lors de la gastrulation dans la régulation des voies
biochimiques qui contrôlent le développement embryonnaire, nous avons choisi d’in-
jecter le morpholino de Strabismus (StbmMO). Strabismus (Stbm) est un compo-
sant maternel de la voie Wnt/PCP (Planar Cell Polarity pathway) (Simons and
Mlodzik, 2008) ayant été décrit comme nécessaire au processus de gastrulation chez
Nematostella (Kumburegama et al., 2011). L’ARN est déjà présent dans le zygote
où il est localisé préférentiellement au pôle oral. Au stade blastula, il est concentré
dans les cellules du pôle oral, dont il permet la constriction apicale en recrutant l’ac-
tine. Les tissus flambent vers l’intérieur et l’invagination commence, initiant alors
le processus de gastrulation.

D’après (Kumburegama et al., 2011), Stbm n’est a priori pas couplé avec la
voie canonique Wnt/ß-cat. En effet, les embryons Stbm(-), qui ne gastrulent pas,
expriment toujours les marqueurs spécifiques de l’endoderme tels que Frizzled10
(Fz10), Snail (snl) ou la nucléarisation de la ß-cat dans les cellules du pôle oral
même si nous pouvons déjà constater qu’il reste probablement une légère constric-
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tion apicale dans le domaine d’expression de fz10 dans le domaine d’expression de
fz10 sous injection de StbmMO (Fig.4J Kumburegama et al. (2011)), et que snail
n’est pas cible de la βcat (Röttinger et al., 2012). Nous verrons que, dans le cadre
de cette thèse, nous serons amené à revoir quelques-uns de ces résultats.

Le morpholino antisens de Strabismus est une séquence d’ARN de 25 bases
simples, complémentaire à la séquence d’ARN de strabismus. Ce morpholino, in-
jecté dans la cellule-œuf se couple à l’ARN maternel et en bloque la traduction en
protéine. Comme ce gène n’est pas requis dans d’autres voies avant la gastrulation,
nous avons pu injecter le morpholino au stade mono-cellulaire. C’est à ce stade que
l’embryon est le plus manipulable et les morpholinos se retrouvent alors donc dans
toutes les cellules sans, a priori, en impacter le développement pré-gastrulation.

Bien que la concentration d’injection publiée soit 750µM (Kumburegama et al.,
2011), il a été nécessaire de tester de nouveau une gamme de concentration autour
de cette valeur. La concentration recherchée est celle qui, en étant la plus efficace
possible, va entraîner le moins de défauts ou de mort embryonnaire. Le volume est
peu contrôlable et le matériel change d’un laboratoire à un autre : il est important
de tester quelle est la concentration efficace dans ses propres mains. J’ai donc effec-
tué des injections à 300µM, à 750µM comme dans la publication de référence et à
900µM. C’est cette dernière concentration que j’ai retenue. Une concentration plus
faible n’était pas assez efficace.

Lorsque l’on injecte des morpholinos, il faut obligatoirement injecter en parallèle
un morpholino contrôle, de la même taille que l’ARN d’intérêt et à la même concen-
tration. Ce morpholino n’est pas complémentaire à un ARN présent à ce stade de
développement et permet de connaître avec précision l’impact de l’injection à pro-
prement parler sur les embryons, notamment sur leur temps de développement et
sur les signaux biochimiques étudiés. Par exemple, il a été rapporté que les embryons
injectés présentent un retard de développement dû à l’injection de deux heures à
21◦C (Leclère et al., 2016) au moment de la gastrulation. Ce sont donc les embryons
injectés avec les morpholinos contrôles (CtrlMO) qui servent de référence quant au
stade de développement des embryons.

Pour injecter les morpholinos, j’ai suivi le très complet protocole Layden et al.
(2013). Les aiguilles d’injections sont faites en amont dans des conditions "RNase
free" avec une tireuse et sont chargées avec les morpholinos et de la rhodamine-
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dextran fluorescente. Ainsi, les embryons injectés sont facilement reconnaissables
car fluorescents et on peut les sélectionner après l’injection.
L’injecteur utilisé est un femtojet de chez Eppendorf. Il permet de maintenir une
pression constante dans l’aiguille d’injection pour que l’eau ne rentre pas et de dé-
livrer un pulse en pression, grâce à une pédale actionnée avec le pied.
Pour manipuler l’aiguille, inclinée à 45◦, je dispose d’un micromanipulateur PHY-
MEP qui permet de bouger en x, en z et dans l’axe de l’inclinaison de l’aiguille.

L’injection se déroule sous un microscope Leica DMIL équipé d’une lampe mer-
cure. Ainsi, les embryons injectés sont reconnaissables et on peut, grossièrement,
contrôler le volume d’injection car on distingue la solution fluorescente qui entre
dans l’embryon. L’eau doit être maintenue à 16◦C dans la pétri (Falcon 351007)
de manière à ce que les embryons adhèrent au plastique. L’idée est d’injecter un
maximum d’embryons avant le premier clivage, ce qui laisse une fenêtre de trois à
quatre heures. A ce moment, l’embryon se décolle de la pétri et devient très difficile
à injecter.

La difficulté majeure de cette technique est de garder un volume d’injection
constant. En effet, à force d’injecter les embryons, des lipides provenant des mem-
branes finissent par s’agglomérer au bout du capillaire et bloquent -partiellement
et parfois totalement- l’aiguille d’injection. Deux solutions s’offrent alors à nous :
augmenter la pression d’injection ou couper le bout de l’aiguille en faisant attention
à ne pas trop en élargir la sortie. Si ces deux techniques sont inefficaces, il faut
changer d’aiguille d’injection.

Le volume d’injection est pourtant un paramètre primordial. A concentration
égale, un volume trop faible serait inefficace et un volume trop important peut en-
traîner un mauvais développement embryonnaire, voire la mort.
Cette variabilité et cette incertitude sur le volume d’injection sont les principales
difficultés de cette méthode lorsque l’on maîtrise la technique. En effet, après avoir
déclenché une ponte avec succès, après avoir injecté plusieurs centaines d’embryons,
puis les avoir trié un par un, il est fréquent découvrir qu’une expérience ne sera pas
analysable. Soit parce que l’injection n’a eu que très peu d’effet sur le phénotype de
gastrulation -volume d’injection trop faible-, soit parce que les embryons ne se sont
finalement pas bien développés -volume d’injection trop important. La fenêtre est
ténue et injecter au bon volume reste encore pour moi assez laborieux. A l’heure
actuelle, le taux de succès est de 8 expériences réussies une vingtaine d’injections,
sans avoir pu prévoir à l’avance lesquelles seront analysables.
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II.1.3 Rétablissement des forces mécaniques

II.1.3.1 Compression globale uniaxiale

Afin de rétablir les forces mécaniques manquantes dans les embryons Stbm(-) ou
d’induire ces forces par anticipation de la gastrulation à des stades plus précoces
dans des WT, j’ai compressé les embryons entre lame et lamelle, séparées par des
espaceurs de 150µm. Nous avons testé plusieurs temps de compression différents
avant de définitivement choisir de compresser les embryons pendant dix minutes.
En effet, un temps plus long semblait affecter les embryons durablement. J’ai ob-
servé beaucoup de défauts de développement et d’embryons morts en compressant
pendant trente minutes ou une heure. Ces défauts sont invisibles à l’œil nu ou à la
loupe binoculaire. C’est grâce au marquage des noyaux en DAPI que j’ai pu faire
ces observations.

Etant donné que le temps caractéristique de réaction d’une cellule in vitro sou-
mise à une force est de l’ordre de la minute (Yoshigi et al., 2005; Lele et al., 2006),
dix minutes de compression semblent amplement suffisantes pour recruter l’actine
et la myosine, requises pour la gastrulation, et même pour activer des cascades bio-
chimiques.

Dans la littérature, les descriptions quant à la taille des embryons sont variables.
Selon Fritzenwanker et al. (2007) les embryons font 230±40µm, alors qu’ils ont été
mesurés à 205±35µm dans Hand and Uhlinger (1992). Devant cette variabilité, qui
peut être expliquée par le lot d’anémone, leur âge, leur condition de culture, etc.
j’ai décidé d’effectuer moi-même cette mesure. J’ai mesuré 224±18µm.
Les embryons sont comprimés à une longueur fixe 150µm. Ils subissent donc en
moyenne une déformation de 33±6%. La force et la déformation ne sont donc pas
les mêmes pour chaque embryon.

Cette technique, bien qu’efficace, ne permet pas d’orienter les embryons et donc
d’appliquer une force spécifiquement au pôle oral. Les embryons sont a priori dans
toutes les orientations possibles et les forces mécaniques appliquées au pôle oral
peuvent donc être orientées vers l’intérieur si le pôle oral est au contact de la lame
ou de la lamelle, ou vers l’extérieur si le pôle oral est situé sur le côté.
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Fig. II.1 Compression uni-axiale des embryons Nv.
(a) et (b) Représentation graphique d’une compression d’embryon au stade blas-
tula. 224±18µm représente la moyenne de la taille des embryons et l’écart type.
(c) Image en transmission d’un embryon au stage blastula (d) le même embryon
compressé entre lame et lamelle. On peut noter que l’embryon imagé est parti-
culièrement grand (2σ de plus que la moyenne).

II.1.3.2 Compressions orientées

Afin d’appliquer une force orientée vers l’intérieur de l’embryon au niveau du
pôle oral, nous avons donc décidé d’affiner cette technique de compression. On ne
peut identifier le pôle oral à l’œil nu car l’embryon est sphérique. Il a donc fallu,
en amont, injecter une protéine fluorescente s’exprimant de manière asymétrique,
et permettant de localiser le pôle oral. Notre choix s’est porté sur Dishevelled dont
la dynamique est décrite dans Lee et al. (2007).
L’ARN de Dsh-GFP est injectée au stade zygote comme décrit en partie II.1.2. La
traduction en protéine fluorescente ne commence pas avant plusieurs heures de dé-
veloppement et la fluorescence disparaît pendant la gastrulation de l’embryon car
Dsh est dégradée à ce stade. Les embryons sont orientés au stade blastula dans
des puits de PDMS, le pôle oral vers le haut. Une cinquantaine de micromètres
dépassent du puit de manière à ce que lorsque l’on dépose une lamelle par dessus,
l’embryon subisse une déformation. La manipulation est extrêmement délicate à
plusieurs niveaux. D’abord, l’orientation des embryons est une tâche laborieuse car
il faut pouvoir les faire tourner dans le puit sans les abîmer. Ensuite, lorsqu’on dé-
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pose la lamelle, les flux hydrodynamiques peuvent faire sortir les embryons du puit
et il faut alors recommencer. Ces difficultés empêchent de compresser plus de 10
embryons à la fois si l’on veut être précis sur le timing de compression. Voir FigII.2
C’est une technique que j’ai réussi une seule fois pour l’instant, et qui demande
encore à être améliorée.

a. b.

Fig. II.2 Compressions orientées.
Les compressions sont systématiquement appliquées au pôle oral de l’embryon
(a) Représentation schématique de l’embryon stade blastula orientée dans un
puit en PDMS grâce à l’injection de Dsh-GFP. (b) Compression uniaxiale de
l’embryon

II.1.4 Output : gènes et protéines

II.1.4.1 In situ hybridization et RT-qPCR pour l’observation des ARN

Les techniques d’Hybridation In Situ (ISH) et de Reverse Transcription quan-
titative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) permettent de révéler la présence
de transcrits.

La RT-qPCR relative permet de connaître la quantité d’ARN dans l’embryon
global par rapport à un contrôle en se basant sur un gène de référence stable au
cours du développement. Environ 150 embryons par condition sont récoltés, broyés,
l’ARN est extrait au Trizol puis inversement transcrit en ADN (cDNA) avec le kit
GoScript. Cet ADN est alors amplifié grâce à des polymérases qui vont reconnaître
les primers designés pour s’accrocher aux extrémités du cDNA. On peut alors réa-
liser plusieurs cycles d’amplification et on note le cycle à partir duquel la quantité
d’ADN dépasse un certain seuil. Ce cycle s’appelle le Ct (threshold cycle).
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Nous avons utilisé la méthode de Livak (Livak and Schmittgen, 2001) pour
analyser le changement d’expression des gènes. Pour un gène "g", quatre Cts nous
intéressent :
— le Cttreated(g) : Ct du gène "g" en question chez les embryons traités
— le Cttreated(ref) : Ct du gène de référence pour les embryons traités
— le Ctctrl(g) : Ct du gène "g" pour les embryons contrôles
— et le Ctctrl(ref) : Ct du gène de référence des embryons contrôles .

On calcule alors la différence obtenue entre le Ct du gène "g" et le Ct du gène de
référence pour les embryons traités et pour les embryons contôles.

∆Cttreated = Cttreated(g)− Cttreated(ref)

∆Ctctrl = Ctctrl(g)− Ctctrl(ref)

Enfin, la différence entre ces deux quantités s’appelle le ∆∆Ct et nous permet de
calculer le Fold change, quantité représentée sur les figures :

∆∆Ct = ∆Cttreated−∆Ctctrl

Fc = 2−∆∆Ct

Grâce à une RT-qPCR, on peut donc quantifier le changement d’expression
d’un gène en quantifiant le niveau transcript de ce gène par rapport à des embryons
contrôles et par rapport à un gène de référence. Dans le cette étude, le gène de
référence est GADPH. Les RT-qPCR ont été réalisées par Hereroa Johnston (doc-
torant, IRCAN) dans le cadre de notre collaboration avec l’équipe "Embryogenèse,
Régénération & Vieillissement" dirigée par Eric Röttinger, selon le protocole Röt-
tinger et al. (2012).

Si la RT-qPCR permet de connaître le niveau d’expression d’un gène par rapport
à une référence, cette technique ne permet pas de déterminer où ce gène s’exprime.
Cela est pourtant une information importante car il se peut qu’une drogue ou qu’une
injection de morpholinos n’ait pas d’effet sur le niveau d’expression global d’un
gène mais modifie fortement le pattern d’expression génique. Les analyses spatio-
temporelle de l’expression des gènes sont possibles grâce à des hybridation in situ
(ISH). En bref, les embryons sont récoltés, traités de manière à ce que une sonde
ARN complémentaire puisse s’hybrider à l’ARN ciblé. Cette sonde est marquée
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avec une digoxigenin (DIG) qui va réagir avec la solution NBT/BCIP et colorer
directement le tissu embryonaire où elle est présente (Genikhovich and Technau,
2009b). On peut alors connaître l’expression spatio-temporelle de gènes.

II.1.4.2 Immunofluorescence indirecte pour l’observation des protéines

Pour observer les embryons au stade désiré et marquer les protéines choisies, il
est nécessaire de les fixer. La fixation consiste à incuber les embryons dans une solu-
tion de PFA 4%, et de glutaraldéhyde à 0,2%. En raison de l’auto-fluorescence de la
glutaraldéhyde, j’ai aussi utilisé un protocole élaboré pour le Cnidaire Clytia hemis-
phærica (Amiel and Houliston, 2009) et ré-adapté pour Nemastostela Vectensis par
Aldine Amiel (IRCAN). Au stade de développement étudié, et pour les protéines
observées, les deux protocoles ont donné des résultats sensiblement similaires.

La technique d’immunofluorescence nous permet d’attester de la présence de
protéines ou de leur état biochimique (ici la phosphorylation Y654 de la βcat notée
ci après p-βcat) à un moment donné et de connaître leur localisation de manière
précise. Les techniques de fixation sont conçues de manière à modifier le moins pos-
sible la forme du tissu et la morphologie de l’embryon. On peut donc essayer de
coupler la présence d’une protéine avec la géométrie du tissu si cela est pertinent.

L’anticorps utilisé contre la p-βcat n’avait jamais été testé sur Nematostella vec-
tensis et les tests de spécificité de l’anticorps contre la protéine ont été réalisés par
Thibaut Brunet (PhD) puis Anne-Christine Brunet (IE).

Les marquages d’immunofluorescence ont été adaptés à partir des protocoles
Wikramanayake et al. (2003), Lee et al. (2007), Magie et al. (2007). En bref, les
sites non spécifiques sont bloqués avec une solution de sérum fœtal bovin à 10% pen-
dant 30 minutes puis les embryons sont incubés avec l’anticorps anti p-βcat (1/200)
pendant une nuit à 4◦C. Après plusieurs lavages et une autre étape de blocage,
les embryons sont incubés 2 heures à température ambiante avec l’anticorps secon-
daire fluorescent Alexa488 pour marquer la p-βcat, et de la rhodamine-phalloïdine
(1/300) pour marquer l’actine. Les embryons peuvent être gardés deux semaines en
PBS à 4◦C ou indéfiniment en Vectashield à -20◦C.

Les embryons fixés sont déposés sur une lamelle dans du Vectashield+DAPI.
Afin d’avoir plusieurs angles de vue, la lamelle n’est pas scellée : on peut ainsi
tourner les embryons en bougeant la lamelle et imager une autre partie du tissu.
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Le pôle oral n’est reconnaissable que pour les embryons qui ont déjà commencé
leur gastrulation. Comme un embryon au stade blastula -ou un embryon dont la
gastrulation a été inhibée- présente une forme sphérique anisotrope, il faut tourner
l’embryon et l’imager sous différents angles de vue pour avoir une chance d’imager le
blastopore. A noter que même avec cette technique, rien ne garanti que le blastopore
a été imagé...

405nm DAPI 491nm p-ßcat 561nm actine

a.

b.

c.

Fig. II.3 Images recolorisées des 3 signaux récoltés.
En bleu, les noyaux marqués avec le DAPI. La barre blanche représente 50µm.
La ligne en pointillée correspond à la coupe virtuelle représentée à droite de l’em-
bryon pour chacun des trois signaux. En vert, le signal p-βcat et en rouge l’actine.
(a) Embryon1 Stade blastula (b) Embryon2 Very-Early gastrula : constriction
apicale des cellules du domaine central (c)Embryon3 Early-gastrula : flambage
des tissus vers l’intérieur

Les embryons ainsi disposés sont imagés au grossissement x20 avec l’objectif
huile d’un microscope à spinning disk Olympus IX70-Ropper couplé à une caméra
Cool Snap HQ2. Nous avons récolté des piles d’images (stacks) séparées de 1µm
dans 3 longueurs d’onde différentes : 405nm pour les noyaux marqués avec le DAPI,
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491nm pour la p-βcat et 561nm pour l’actine marquée avec la phalloïdine (voir
Fig.II.3)

II.2 Analyse d’image, Développements méthodologiques

Les images obtenues ont d’abord été analysées avec les outils classiques d’Ima-
geJ. Rapidement, l’automatisation et l’analyse computationelle se sont imposées
d’elles même pour plusieurs raisons.
Tout d’abord le volume de données à traiter est conséquent. Chaque expérience né-
cessite d’analyser une centaine d’embryons, donc deux fois plus d’images (pour les
deux longueurs d’onde) de 80 stacks en moyenne. Cela donne un volume d’environ
∼ 500Go à gérer pour chaque expérience. Il est absolument nécessaire d’obtenir ce
volume de données et un nombre d’embryons important à chaque expérience. En
effet, les embryons, bien que fécondés au même moment (à 30 minutes près), se
développent de manière assez peu stéréotypée. Contrairement à l’organisme modèle
Drosophila melanogaster où l’on peut prévoir exactement chaque étape du dévelop-
pement à quelques minutes près, le développement de Nematostella est beaucoup
moins prédictible. A titre d’exemple, lors du premier clivage, il n’est pas rare d’ob-
server des embryons sauter l’étape "deux cellules" et passer directement de une à
quatre cellules. De manière similaire, au moment de la gastrulation, tous les em-
bryons n’invaginent pas exactement de la même manière ou au même moment. Ils
n’ont pas tous la même taille ou le même nombre de cellules. Afin de pouvoir distin-
guer des caractéristiques partagées statistiquement parmi ces embryons montrant
des diversités importantes, il a fallu générer une grande quantité de données. Pour
chaque condition analysée, j’essaye d’avoir plus de trente embryons.
Ensuite, afin de mieux comprendre les interactions entre l’actine et la p-βcat, une
simple analyse de corrélation avec ImageJ s’est révélée inefficace. En effet, l’actine
s’accumule dans les jonctions cellulaires alors que la p-βcat est activée et localisée
dans le cytoplasme des cellules ainsi que dans le noyau. Cela implique que les deux
signaux sont complémentaires : là où l’un est fort, l’autre est faible. Il fallait donc un
programme permettant de reconnaître pour chaque cellule les jonctions cellulaires
et de les associer avec le cytoplasme. C’est ce que nous avons mis en place.

Ce travail a été initié à l’échelle tissulaire par Benjamin Gallois, stagiaire M2
au laboratoire de janvier à juillet 2017, maintenant en thèse au LPJ, Paris. Il a dé-
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veloppé un programme permettant d’automatiser l’analyse globale d’intensité des
embryons avec l’aide du language de programmation Python. Après son départ, j’ai
travaillé en étroite collaboration avec Florian Sarron (IAP) afin de développer un
algorithme permettant de faire des analyses à l’échelle cellulaire.

Je décris ici les différentes étape du programme à travers l’étude comparée de
trois embryons représentatifs des phénotypes observés ; un embryon non gastrulé au
stade blastula -ci après appelé "embryon-1"-, un embryon présentant de la constric-
tion apicale au niveau du domaine central, "l’embryon-2", et un embryon early-
gastrula, commençant son invagination, "l’embryon-3".

II.2.1 Automatisation de l’analyse à l’échelle tissulaire

Le programme prend en entrée un fichier ’csv’ contenant le nom des images à
analyser, classées par condition. La première étape est donc faire une projection de
ces images constituées d’une centaine de stacks. Le module numpy de Python est
très pratique pour ce genre de manipulation car il est basé sur du calcul matriciel.
Chaque pile d’image est considérée comme une matrice 3D dont la valeur de chaque
élément (i,j,k) est notée I(i,j,k). Cette valeur correspond à l’intensité du pixel. A
partir de cette matrice 3D, compliquée à analyser, il est facile de créer une matrice
2D ne dépendant plus de k, pour laquelle la valeur de chaque élément (i,j) sera issue
d’une opération sur k. Cette matrice 2D est une projection. Les projections les plus
classiques sont les projections en somme, en maximum, en minimum, en moyenne,
et en écart type.

Pour une projection en somme :

I(i, j) =
n∑

k=1
I(i, j, k)

Pour une projection en maximum :

I(i, j) = max
1≤k≤n

I(i, j, k)

Bien que cette technique soit fréquemment utilisée pour faire des quantifications,
la projection en somme ne peut pas être utilisée dans notre cas, car le tissu traversé
n’a pas toujours la même épaisseur. Cela est illustré Fig.II.4 où l’on peut voir trois
coupes en z du signal p-βcat ainsi que les trois profils d’intensité associés pour deux
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embryons différents.

Pour le premier embryon, le point (x1,y1) est au centre de l’embryon. La coupe
en z (x1,y1) traverse donc les tissus de manière perpendiculaire. Sur le profil d’in-
tensité associé, on peut observer un pic correspondant au signal de la surface apicale
des cellules, suivi d’une queue de distribution légèrement asymétrique vers la droite
qui correspond au signal à l’intérieur des cellules puis au signal à l’intérieur du
blastocèle.
Pour le second profil d’intensité (x2,y1), la coupe est moins perpendiculaire par
rapport au tissu. Cela se voit très clairement sur le profil d’intensité : le pic est plus
large et la queue de distribution plus asymétrique.
Pour le troisième profil d’intensité, encore plus en périphérie de l’embryon, on ob-
serve un pic large suivi d’une queue de distribution importante car même pour
z=100, les points restent à l’intérieur du tissu. Cette coupe n’atteint jamais le blas-
tocèle. Dans le cas d’une projection en somme, la morphologie sphérique de l’em-
bryon augmenterait donc de manière artificielle l’intensité des bord de l’embryon
(x3,y1) par rapport au centre (x1,y1).

Cet effet est encore plus spectaculaire pour les embryons en pleine gastrulation
comme cela est visible Fig.II.4.2. Le point (x1,y1) se trouve au fond de l’invagina-
tion. Le profil d’intensité en z montre donc un pic fin et tardif suivi d’une queue
de distribution très courte. En revanche, la coupe en z au niveau du point (x2,y1)
est tangente aux tissus flambants vers l’intérieur ; on peut donc observer un pic très
large car cette coupe traverse plus de tissu, et notamment plus de tissu en surface,
très intense. En conclusion, sommer les valeurs d’intensité pour un embryon gastru-
lant aurait pour conséquence de sur-estimer la valeur des bords plongeants autour
du fond.

La projection en maximum a donc été sciemment choisie. Cependant, l’erreur
associée à un seul maxima est grande. Afin de diminuer cette erreur mais aussi
d’avoir un signal un peu plus en profondeur, nous avons décidé de moyenner plu-
sieurs points autour du pic d’intensité. Vu la largeur du pic d’intensité, et la taille
moyenne des cellules, 5 points semblent correspondre au signal traversant une cel-
lule. Nous avons donc choisi de moyenner le pic autour du maximum global : 2
points avant et deux point après. Le pic d’intensité est représenté en rouge sur les
profils d’intensité de la figure II.4 et les deux points avant et après ce pic sont en
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Fig. II.4 Choix de la projection.
En vert, projection en maximum du signal p-βcat. La ligne pointillée y1 corres-
pond au plan choisi pour la coupe artificielle en noir et blanc. (barre d’échelle :
50µm)
Au centre, les trois profils en z correspondant aux trois x représentés sur la coupe
artificielle noir et blanc. Le maximum global est en rouge et les 4 points autour
du maximum global en jaune. Sur la droite, en haut, la projection en somme ;
en bas, la projection dite "5-max", correspondant à la moyenne du maximum
global (point rouge sur le profil d’intensité) et des 4 points (jaunes sur le profil
d’intensité) autour de ce maximum. C’est cette projection qui est utilisée pour
la suite de l’étude.
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Une fois la projection réalisée, un filtre Otsu est appliqué. L’algorithme réalise
un seuillage automatique d’une image en base de gris afin de la rendre binaire. Il
classe donc les pixels en deux catégories, les fort et les faibles, de manière à ce que
leur variance inter-classe soit maximale et leur variance intra-classe minimale. Dans
notre cas, les pixels de l’embryon étant très largement au dessus de ceux du fond,
le filtre permet de sélectionner l’embryon et de le séparer du fond en créant deux
masques binaires. Pour le premier masque, les pixels de l’embryon valent 1 et le fond
vaut 0 ; le deuxième masque étant son exact inverse. On peut observer Fig.II.5 que
le masque épouse relativement bien le contour des embryons malgré les quelques
erreurs minimes observables sur le masque de l’embryon-2. Ces erreurs ne sont pas
spécifiques aux embryons présentant une constriction apicale. On peut cependant
noter que les embryons qui invaginent (comme l’embryon-3) ont tendance à être
plus sphériques et donc plus réguliers dans leur contour, ce qui facilite le filtrage.

En multipliant ces masques avec l’image projetée, on peut facilement s’abstraire
du fond encombrant pour la squelettisation et la segmentation (voir Section. II.2.2
et II.2.3), et surtout faire des moyennes d’intensité globale de l’embryon et norma-
liser cette mesure avec le fond.

Pour les embryons non invaginés dont il est impossible de reconnaître le pôle
oral, il est préférable, comme nous l’avons vu de disposer de plusieurs angles de vue.
Le programme peut ainsi faire les calculs de moyenne d’intensité pour chaque angle
de vue et sélectionner la valeur la plus élevée afin de ne pas introduire de biais dans
le sens de notre hypothèse. En effet, d’après nos observations (voir Part.III.1.1), le
pôle oral d’un embryon qui constricte ou qui invagine est la partie la plus intense
de l’embryon (à la fois pour les signaux d’actine et de p-βcat). Pour comparer ces
signaux à des embryons qui n’invaginent pas et tenter de voir s’il y a une diffé-
rence importante, il est préférable de comparer ces signaux -dont on est sur qu’ils
proviennent du pôle oral- aux intensités les plus fortes des embryons non invaginés
dont on ne peut reconnaitre le blastopore.

En d’autres termes, nous mesurons toujours le signal le plus intense de l’em-
bryon, qu’importe son phénotype. Pour les embryons constrictés ou invaginés, ce
signal correspond au blastopore, pour les autres, nous ne pouvons nous en assurer.
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Le premier output est donc le signal moyen de l’embryon, normalisé par le signal
moyen du fond. On peut alors comparer cette valeur pour les différentes conditions.
Cette donnée permet de recueillir une première information globale très utile per-
mettant de comparer le niveau global de p-βcat total entre les différents phénotypes.
Cependant, moyenner tout l’embryon, que ce soit en p-βcat ou en actine, bruite
énormément le signal. Par exemple, le signal d’actine est très intense dans les jonc-
tions et beaucoup moins dans les cellules. Une moyenne du signal total ne fera
qu’aplatir les différences et ne donnera pas beaucoup de renseignements. C’est pour-
quoi nous avons décidé d’augmenter la précision de nos analyses informatiques, et
faire de la squelettisation pour discriminer et analyser à part le signal jonctionnel
du signal intra-cellulaire.

II.2.2 Squelettisation avec DisPerSE

Dans un deuxième temps, nous avons utilisé le logiciel DisPerSE 1 (Discrete Per-
sistent Structure Extractor) (Sousbie, 2011). Ce programme, a été conçu dans le
cadre de l’astrophysique, pour détecter des structures (la toile cosmique) dans la
distribution de galaxies à partir d’un échantillonnage discret (la position des ga-
laxies).

A partir de la théorie de Morse, l’algorithme extrait les points critiques de la dis-
tribution, c’est à dire les points pour lesquels le gradient est nul (maxima, minima
et points selles), puis relie les maxima aux points selles en passant par des "crêtes"
d’intensité. En astrophysique, les maxima correspondent aux amas ou groupes de
galaxies et les jonctions entre ces points correspondent aux filaments de galaxies.

De manière intéressante, une image de la distribution de galaxies présente beau-
coup de similitude avec une image du réseau d’actine : nous avons un réseau de
points intenses -les jonctions de trois voire quatre cellules- reliés entre eux par
des segments moins intenses -les jonctions de deux cellules. Entre ces filaments se
trouvent des zones de moindre intensité. (cf. Fig.II.5.1.a’)

DisPerSE détecte donc les jonctions cellulaires de trois cellules (les TCJs -Tri
Cellular Junctions) ou plus et les filaments qui les relient et permet de construire un
squelette. Ce squelette est converti en une image binaire : les filaments valent 1 et
le reste 0. La Fig.II.5 montre le signal d’actine (a et a’), le squelette correspondant
(c et c’) et la fusion des deux images (d et d’).

1. http://www2.iap.fr/users/sousbie/web/html/indexd41d.html

http://www2.iap.fr/users/sousbie/web/html/indexd41d.html
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(1) Embryon-1. Stade blastula

a. Actine
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(2) Embryon-2. Constriction apicale des cellules du domaine
central

a. Actine

a’.

c. Squelette d. Merge

d’.c’.

b. Masque Otsu

b’. Anti Masque Otsu

(3) Embryon-3. Early-gastrula : invagination des tissus

Fig. II.5 Squelettisation avec DisPerSE (a) Projection du signal d’actine
(b) Masque Otsu : les pixels noirs valent 0 et les blancs valent 1. Les flêches de
l’embryon-2 montrent les défauts du filtrage Otsu. (b’) Inverse du masque Otsu
(b) (c) Squelette d’actine obtenu avec DisPerSE. La largeur des filaments est de
1 pixel. (d) Fusion des images a. et b. (a’,c’,d’) Agrandissement des images a, c
et d respectivement. La zone agrandie correspond au carré blanc de l’image a.
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Le seuil de détection permet de filtrer le bruit qui crée des paires de points
critiques locaux. En seuillant l’image, ces paires se retrouvent en-dessous du niveau
de détection et la détection des points critiques correspondant réellement aux TCJs
n’est pas perturbée.

Trouver le seuil adéquate est essentiel pour un squelette d’actine épousant bien
les jonctions cellulaires. S’il est trop bas, des jonctions cellulaires supplémentaires
vont apparaître et l’embryon comptera plus de cellules qu’en réalité. Au contraire,
si le seuil est trop haut, il manquera des jonctions cellulaires, ce qui aura pour
conséquence de fusionner des cellules. Malheureusement, ce paramètre qui varie
selon les images, n’est pas encore automatisé. Il a donc fallu ajuster le seuil de
détection des filaments pour chaque embryon.

DisPerSE est plus performant pour tracer le squelette d’embryons non gastru-
lés. En effet, comme cela est expliqué plus haut, le programme relie ensemble les
maximas et les points selles en passant par des crêtes d’intensité. Plus ces crêtes
sont contrastées et plus il est aisé de les tracer. Comme on peut le voir FigII.5.1, les
cellules d’un embryon au stade blastula sont relativement grandes. Cela implique
que les jonctions cellulaires définissent les cellules de manière claire : les parois sont
brillantes et l’intérieur du cytoplasme constitue un puit en intensité, contrastant
ainsi les crêtes. Lorsque la constriction apicale commence, la surface apicale des
cellules diminue et les jonctions sont de plus en plus proches ce qui rend la sque-
lettisation complexe. Dans une invagination prononcée, les cellules invaginantes du
domaine centrale sont parfois à peine visibles et sont tellement serrées entre elles
que les jonctions cellulaires se touchent et DisPerSE peine à tracer des filaments.
L’agrandissement d’une partie du domaine central invaginant de l’embryon-3 illustre
bien ce phénomène. On peut voir que DisPerSE peine à distinguer les filaments dans
les zones très intenses et que la squelettisation est plus confuse.

Néanmoins, la squelettisation en générale est fiable (cf. Fig.II.5) et DisPerSE se
révèle être un outil robuste. Grâce à ce squelette, nous disposons d’images binaires
du réseau cellulaire avec des filaments d’une largeur d’un pixel comme représenté
Fig.II.5.c et c’. La largeur utilisée pour les calculs d’intensité (expliqués ci-dessous),
et qui semble le mieux correspondre à ce que l’on peut observer, est de 5 pixels.
C’est la largeur que l’on peut observer sur la Fig.II.6.

Ces images binaires du squelette permettent différentes analyses. Par exemple,
pour connaître le signal moyen de l’actine jonctionnelle, il suffira de multiplier le
squelette d’actine (les filaments valent 1 en intensité, le reste 0) par l’image projetée
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d’actine (cf. Fig.II.6.b et b’). Pour cette nouvelle image, les pixels appartenant aux
filaments ont toujours la même valeur d’intensité mais les pixels en dehors des fila-
ments valent zéro. On peut alors réaliser une moyenne de tous les pixels non nuls.
De la même manière, en multipliant l’inverse du masque du squelette par l’image
projetée en p-βcat, nous pouvons connaître le signal moyen de la p-βcat cytoplas-
mique en faisant abstraction des jonctions cellulaires (cf. Fig.II.6.f et f’).

C’est avec ce genre d’algorithme (décrit en détail Part.II.2.5) que nous avons
fait les analyses Part.III.1.2.

Nous avons donc là des outils très pratiques pour analyser les différents signaux
moyennés en sélectionnant les parties qui nous intéressent -jonctions ou centre des
cellules- et comparer un grand nombre d’embryons entre eux. Cependant, ces ana-
lyses ne nous permettent pas d’étudier en détail la répartition du signal. La cellule
étant l’unité de base de l’embryon, nous avons adapté différentes techniques déjà
existantes, comme la segmentation, pour analyser les signaux à cette échelle.

II.2.3 Segmentation : Analyses à l’échelle cellulaire

La segmentation permet de partitionner l’image en différents groupes de pixels
ayant des caractéristiques communes.

Ici, nous voulons identifier chaque cellule. Il est donc nécessaire que chaque
pixel reçoive un label indiquant le numéro de sa cellule ; tous les pixels ayant le
même label constituent une cellule. Pour réaliser cette opération, nous avons utilisé
une fonction ’watershed’. Cette fonction permet d’identifier en tant qu’objet chaque
groupe de pixels dont la valeur ressort d’un seuil à définir. Dans notre cas, nous
n’avons pas besoin de définir un seuil : grâce à la squelettisation, nous possédons
des images dont des filaments dont les pixels valent 0. Dans ces images, les cellules
sont des îlots de pixels non nuls entourés de pixels nuls (cf. FigII.6, c, c’, f, f’).
Les cellules de moins de cinquante pixels ont été écartées de l’analyse. En effet, elles
ne correspondent pas à de vraies cellules, mais à des artéfacts créés par la squeletti-
sation. Dans les zones constrictées ou qui invaginent, le signal d’actine est très fort
et le tissu "accidenté" (c’est à dire qu’il n’est pas plan). Le programme a tendance
à dessiner des filaments enchevêtrés. Entre ces filaments désordonnés, des trous ap-
paraissent créant de fausses cellules de quelques pixels. Nous pouvons observer ce
phénomène sur l’agrandissement d’une cellule de l’embryon-3 de la Fig.II.7 (images
b’ et c’) : les flèches blanches pointent vers ces pixels en noir et blanc qui ont été
écartés de l’analyse.
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(3) Embryon-3. Early-gastrula

Fig. II.6 Discrimination du signal jonctionnel ou cytoplasmique grâce
à la squelettisation
(a) Projection du signal d’actine (b) Sélection de squelette d’actine. La largeur
des filaments est de 5 pixels. Les pixels valent 0 en dehors des filaments. (c)
Sélection de l’anti-squelette d’actine. Les pixels valent 0 dans les filaments. (d)
Projection du signal p-βcat (e) Sélection des jonctions cellulaires, signal p-βcat.
(f) Sélection du cytoplasme, signal p-βcat. (a’, b’, c’,d’,e’,f’) Agrandissement des
images a, b, c, d, e et f respectivement. La zone choisie correspond au carré blanc
de l’image a.
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De la même manière, sur les bords, de longues cellules entourant l’embryon ap-
paraissent parfois. Ces cellules ont été également écartées de l’analyse.

Pour tous les embryons, nous possédons un tableau répertoriant les données
suivantes pour chaque cellule :

— sa moyenne d’intensité en actine jonctionelle

— sa moyenne d’intensité en actine médio-apicale

— sa moyenne d’intensité en p-βcat jonctionelle

— sa moyenne d’intensité en p-βcat cytoplasmique

— les écarts types (STD) et les écarts à la moyenne (SEM) de chacune de ces
moyennes

— son nombre de pixels donc sa surface apicale

II.2.4 Exemples d’utilisation

Ainsi, nous sommes en mesure de croiser ces données afin d’obtenir différentes
informations. Par exemple, nous pouvons mettre en relation l’actine jonctionelle et
la p-βcat cytoplasmique, ou la taille des cellules avec leur niveau d’actine, etc.

Par exemple, les graphiques de la Fig.II.7 représentent le signal moyen de la
p-βcat cytoplasmique (la moyenne des pixels verts Fig.II.7.c et c’) normalisé par le
fond en fonction du signal moyen de l’actine jonctionelle (les pixels oranges Fig.II.7.b
et b’) normalisé par le fond pour chaque cellule. Chacun des trois graphiques cor-
respond à un seul embryon, et chaque point bleu correspond à une cellule.

Ce genre de graphique nous permet d’observer la distribution de ces deux si-
gnaux par cellule et par embryon et leur relation éventuelle. Ici, cela nous permet
de mettre en évidence qu’il existe une corrélation entre la p-βcat et l’actine jonc-
tionnelle, quelque soit le phénotype de ces trois embryons. De plus la relation entre
les deux signaux semblent linéaire. Pour l’étude détaillée de cette corrélation, se
référer à la Part.III.1.1.2.
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Fig. II.7 Analyse à l’échelle cellulaire : segmentation
(a) Segmentation : chaque cellule est identifiée et numérotée par le programme.
Chaque couleur correspond à une cellule. Les jonction cellulaires sont en noir.
(b) Squelette d’actine (c) p-βcat cytoplasmique (a’,b’,c’) Agrandissement de la
cellule du carré blanc des images a,b,c. La cellule Cn d’abscisse xn et d’ordonnée
yn est identifiée sur le graphe. (b’,c’) Les pixels colorés correspondent au signal
sélectionné pour une cellule et moyenné pour le calcul d’intensité. (d) Moyenne
de la p-βcat cytoplasmique en fonction de l’actine jonctionnelle moyenne pour
chaque cellule. Chaque point correspond à une cellule. Les barres d’erreur cor-
respondent au SEM. La cellule agrandie Cn est identifiée sur le graphique.
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Pour étudier l’étendue du signal de chaque embryon, nous avons développé un
autre type d’analyse basé sur la sélection du signal intense ; illustration en Fig.II.2.4.

Un premier algorithme permet de sélectionner les cellules les plus intenses.
Une cellule est sélectionnée si sa moyenne µc est au dessus d’un certain seuil. Le
seuil est fixé à un sigma au dessus de la moyenne du signal de toutes les cellules
(µc>µtot,c+σtot,c). Les cellules sélectionnées peuvent ainsi être dispersées dans tout
l’embryon.

Pour sélectionner des zones regroupées (correspondant plus au pattern de constric-
tion apical visible sur l’embryon-2), nous avons développé un deuxième type d’algo-
ritme. L’image de l’embryon est volontairement sur-lissé (par un kernel de 20 pixels
de diamètre) pour flouter la structure cellulaire. On effectue ensuite une segmenta-
tion à l’aide d’un algorithme de watershed (cf Part.II.2.3) sur l’embryon sur-lissé. Le
seuil pour la segmentation est d’abord fixé à un sigma (écart type) au dessus de la
moyenne des pixels de tout l’embryon (I>µtot,p+σtot,p). Le programme sélectionne
la plus grande zone trouvée lors de la segmentation. Si cette zone est inférieure à
30’000 pixels, le seuil est baissé de manière itérative de 0.1σ. Cela permet de sélec-
tionner une zone regroupée spatialement.

Pour un même embryon, les deux types d’analyse (sélection de cellules intenses
ou sélection d’une zone intense) peuvent être effectuées sur les images d’actine ou
de p-βcat et il est possible de comparer les sélections, de connaître leur intersection,
ect.

Le développement d’un programme informatique nous permet donc de faire
des analyses précises, à l’échelle tissulaire ou cellulaire, irréalisables à la main. Les
exemples donnés ici (corrélation actine jonctionelle/p-βcat cytoplasmique Fig.II.7,
ou sélection des cellules les plus intenses Fig.II.2.4) ne sont qu’un aperçu des pos-
sibilités multiples que nous offre le programme grâce à toutes les informations que
nous possédons sur chaque cellule de chaque embryons.
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Figure II.8 – Sélection du signal intense par deux méthodes.
(a) Embryon segmenté
(b, c) Sélection des cellules dont le signal moyen µc est supérieur au signal moyen de
toutes les cellules µtot,c de un sigma (d. en p-βcat et e. en actine).
(d) Intersection des cellules sélectionnées en b. et c.
(e et f) Sélection d’une zone intense : Lissage puis sélection d’un groupe de pixels tels que
I>µtot,p+σtot,p, avec I la valeur du pixel, et µtot,p la moyenne des pixels de l’embryon
lissés (e. en p-βcat et f. en actine)
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II.2.5 Listes des algorithmes utilisés dans la thèse

Dans la suite de cette étude, nous avons principalement utilisé deux types d’ana-
lyses. L’analyse globale à l’échelle tissulaire, qui nous donne des mesures du signal
"en absolu" et l’analyse différentielle qui nous permet d’étudier plus précisément la
distribution du signal dans chaque embryon.
Pour plus de clarté, nous résumons ici les algorithmes utilisés.

1. Analyse tissulaire : signal moyenné de tout l’embryon, des jonc-
tions ou des cellules. L’algorithme suivant permet de comparer le signal global,
jonctionel ou intra-cellulaire, soit en actine, soit en p-βcat. Cet algorithme a été
utilisé pour analyser les embryons CtrlMO et StbmMO, Part.III.1.2.

— Projection 5-max en 491 (p-βcat) et 561 (actine)

— Filtrage Otsu des deux images

— Squelettisation grâce à l’image 561. Discrimination des pixels intra-

cellulaires ou jonctionnels.

— Calcul de l’intensité moyenne des pixels intra-cellualire et/ou jonc-

tionnels en 491 et en 561.

— Normalisation par la moyenne du fond de l’image (isolé grâce au

filtrage Otsu)

2. Rapport des cellules les plus intenses par rapport aux autres. Cet
algorithme nous permet d’étudier l’étendue de la distribution. Cela nous renseigne
sur l’hétérogénéité des cellules de l’embryon entre elles. En effet, nous sélectionnons
les cellules les plus intenses, et nous effectuons le rapport du signal moyen de ces
cellules avec les reste des cellules. Cet algorithme est utilisé Part.III.1.1.3.

— Projection 5-max en 491 (p-βcat) et 561 (actine)

— Filtrage Otsu

— Squelettisation à partir de l’image 561. Discrimination des pixels

jonctionnels et intra-cellulaires en 491.

— Segmentation (création d’un catalogue de cellules)

— Calcul de la moyenne du signal de chaque cellule (µc), puis de la

moyenne des µc (µtot,c)

— Sélection de toute les cellules avec µc>µtot,c+σtot,c

— OUPUT : Rapport de la moyenne des cellules sélectionnées avec les

autres cellules



II.2 Analyse d’image, Développements méthodologiques 65

2bis. Ajout d’une condition spatiale. Rapport d’une zone localisée
intense avec le reste du signal. Dans cet algorithme, nous utilisons une image
lissée afin de sélectionner une zone continue intense, pour la comparer au reste
de l’embryon. En faisant cela, nous imposons une condition spatiale sur le signal
sélectionné : contrairement à l’algorithme précédent, on ne peut plus sélectionner
des cellules réparties dans l’embryon de manière aléatoire. Ces cellules doivent être
limitrophes pour être sélectionnées. Cet algorithme est utilisé Part.III.1.1.3.

— Projection 5-max en 491 (p-βcat) et 561 (actine)

— Filtrage Otsu

— Squelettisation à partir de l’image 561. Discrimination des pixels

jonctionnels et intra-cellulaires en 491

— Sélection d’une zone intense de minimum 30’000 pixels : lissage de

l’image 5-max (taille de kernel de 20 pixels de diamètre), calcul

de la moyenne des pixels de l’embryon lissé (µtot,p) en 491 (p-cat)

puis identification d’un groupe continu de pixels dont la valeur I

> µtot,p+σtot,p. Tant que ce patch est inférieur à 30’000 pixels, on

baisse de manière itérative le seuil de sélection de 0.1σtot,p

— OUPUT : retour à l’image 5-max, rapport de la moyenne des pixels du

patch avec le reste du signal

3. Etude de la corrélation cellulaire entre l’actine jonctionelle et la
p-βcat intra-cellulaire. Cet algorithme nous a permis de croiser les différents
signaux entre eux afin d’établir des relations entre les protéines de p-βcat et d’actine.
Cet algorithme est utilisé Part.III.1.1.2.

— Projection 5-max de l’image en 491 (p-βcat) et en 561 (actine)

— Filtrage Otsu

— Squelettisation à parti de l’image 561 (actine). Discrimination des

pixels jonctionnels ou intra-cellulaires pour les deux images pro-

jetées.

— Segmentation. Création d’un catalogue de cellules.

— Mise en relation pour chaque cellule de son signal moyen en p-βcat

cellulaire avec son signal moyen en actine jonctionnelle.

— OUTPUT : Coefficient de Pearson et de sa p-value associée afin de

valider ou non une éventuelle relation linéaire
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III.1 Forces mécaniques et phosphorylation de la βcat

III.1.1 Caractérisation spatio-temporelle de la p-βcat chez l’em-
bryon précoce de Nematostella vectensis autour de la gas-
trulation

Recrutement du réseau  
d’acto-myosine

Phosphorylation 
de la ßcaténine

Strabismus 

Modifications  
morphologiques  

(invagination) 

Gènes endomésodermaux 

?

?

Fig. III.1 Modèle à tester

Nous voulons tester si, dans l’embryon de
Nematostella vectensis, la βcat est phosphory-
lée sur son site Y654 suite aux tensions exercées
par les mouvements morphogénétiques de gas-
trulation.

La première étape consiste à vérifier si la
p-βcat coïncide spatialement et temporellement
avec les contraintes mécaniques dans les em-
bryons WT.
Comme nous l’avons vu Part.I.3.2.2, la βcat
est préférentiellement répartie vers le pôle oral
très tôt dans le développement (dès le stade
32-cellules) et est nucléarisée dans les cellules
orales. Elle est dégradée au pôle aboral par le
complexe impliquant la kinase de la voie cWnt,
GSK3. Mais qu’en est-il de la p-βcat ?

En l’absence de méthode transgénique per-
mettant de détecter par fluorescence la p-βcat,
nous ne pouvons pas suivre sa localisation en
direct lors du développement. La technique uti-
lisée est donc le marquage de la p-βcat par immunofluorescence (cf. Part.II.1.4.2)
à différents stades de développement. J’ai réalisé ces marquages en commençant
par le stade blastula, c’est à dire avant les premières contraintes mécaniques de la
gastrulation, jusqu’à un stade avancé de l’invagination.
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III.1.1.1 Observations de la p-βcat lors du développement par immu-
nofluorescence

La figure III.2 montre cinq embryons différents du stade blastula jusqu’au stade
mid-gastrula. Les marquages permettent de visualiser la p-βcat en vert et l’actine
en rouge.
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Fig. III.2 Immunomarques de la p-βcat et de l’actine du stade blastula
au stade mid-gastrula.
En vert, les images projetées en maximum du signal p-βcat. La ligne pointillée
représente l’axe dont la coupe virtuelle est issue (noir et blanc, au dessus).
Barre d’échelle = 50µm.
En rouge, les images projetées en maximum du signal d’actine.
La dernière ligne d’embryons est la fusion des images en p-βcat et en actine. En
jaune, les signaux colocalisent.
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• Stade blastula

Le premier embryon de la Fig.III.2 est au stade blastula. C’est une sphère de
cellules dont la cavité, le blastocèle, est remplie d’un milieu nutritif. Ce stade est
atteint vers 16hpf (hours post-fertilization) à 18◦C.
Les marquages révèlent un signal moins fort dans les jonctions cellulaires et surtout
présent dans le cytoplasme cellulaire (et probablement dans le noyau cf.Part.III.1.1.4).
Certaines cellules apparaissent plus intenses que d’autres ; les cellules les plus in-
tenses pouvant atteindre trois fois le signal moyen des moins intenses.

Le signal d’actine, quant à lui, est très présent dans les jonctions cellulaires mais
beaucoup moins dans le cytoplasme. Il est également assez disparate : le signal jonc-
tionnel de certaines cellules peut atteindre jusqu’à trois fois la valeur du signal des
cellules les moins intenses.

Nous observons donc un signal de p-βcat et d’actine complémentaire : dans
les jonctions cellulaires, le signal de βcat est faible et celui d’actine est élevé, et
à l’intérieur de la cellule, c’est l’inverse. Cependant, nous observons une certaine
cohérence cellulaire : les cellules avec un fort signal de p-βcat ont aussi un fort
signal d’actine jonctionnelle.

En actine ou en p-βcat, on ne distingue aucun motif systématique particulier.
Les cellules sont inhomogènes entre elles. On distingue parfois des zones entières
plus fortes en p-βcat ou en actine (généralement les mêmes) avec une transition
d’une zone à l’autre est graduelle et on distingue quelquefois des cellules qui ar-
borent individuellement un signal fort.

• Constriction apicale

Puis, la gastrulation commence par la constriction apicale des cellules du do-
maine central grâce au recrutement de l’actine. Ces cellules ont un signal d’actine
plus fort que les autres cellules. Ce pattern d’actine est clairement visible sur la
deuxième colonne de la Fig.III.2 et Fig.III.3.

De manière intéressante, on observe que les cellules fortes en actine jonctionnelle
exhibent un signal intense en p-βcat également.

Cette observation est cruciale pour notre étude. En effet, les cellules du do-
maine central sont les cellules de la plaque pré-endomésodermale, c’est à dire que
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ce sont les cellules qui, lorsque la gastrulation est terminée, constituent l’endoméso-
derme. Si des études précédentes ont déjà fait état de l’enrichissement de cette zone
en actine lors de la constriction apicale (Magie et al., 2007), c’est la première fois
en revanche que l’on observe que ce recrutement coïncide avec un pattern de p-βcat.

Les cellules en périphérie de la constriction apicale, quant à elles, exhibent un
signal beaucoup plus faible relativement en p-βcat et en actine jonctionnelle. Ces
cellules correspondent aux cellules de l’anneau central. Le contraste entre les cellules
de l’anneau central et du domaine central est important.

• Stade "early-gastrula"

Quand la constriction apicale des cellules du domaine central commence, l’em-
bryon est toujours de forme sphérique (cf. coupe virtuelle de la Fig.III.2). Les cellules
du domaine central prennent cette forme caractéristique allongée des cellules "en
forme de bouteille", pincée au niveau apical mais très large au niveau basal (Magie
et al., 2007) grâce d’une part à la constriction apicale et d’autre part à la perte
d’adhésion basale (Tamulonis et al., 2011). Cette asymétrie déclenche le flambage
des tissus vers l’intérieur, visible sur les deux embryons "early-gastrula" de la figure
III.2.

Les cellules autour du domaine central (les cellules de l’anneau central cf. Fig.III.13)
sont très étirées apicalement.

Ces embryons arborent toujours un signal intense en actine et en p-βcat dans
les cellules du domaine central, mais plus restreint en taille et plus en profon-
deur dans l’embryon car la surface apicale des cellules a diminué et la plaque pré-
endomésodermale s’est enfoncée dans l’embryon.

Comme cela est particulièrement visible sur la coupe virtuelle en noir et blanc
du troisième embryon (le premier des deux "early-gastrula"), les cellules de la plaque
pré-endomésodermale ne sont pas aplaties mais au contraire, arborent individuel-
lement une forme rebondie vers l’extérieur. Cet état suggère que le réseau d’actine
apical responsable de la constriction agit de manière individuelle sur chaque cellule
en l’enserrant sur sa périphérie (Magie et al., 2007) et qu’il n’y a pas (ou peu) de
stabilisation de l’actine sous la surface apicale. On peut faire l’hypothèse que le cor-
tex d’acto-myosine n’est pas (ou peu) renforcé par rapport à la ceinture d’adhésion.
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• Stade "mid-gastrula"

Au stade mid-gastrula, la plaque pré-endomésodermale se retrouve au milieu
du blastocèle en terme de profondeur. Les filopodes basaux des cellules endomé-
sodermales exercent des forces afin de tirer les cellules plus profondément dans
le blastocèle. Il est beaucoup plus difficile de suivre l’évolution des cellules de la
plaque pré-endomésodermale car les tissus ne sont plus parallèles au champ lors-
qu’ils rentrent dans le blastocèle, puis sont recouverts par les lèvres du blastopore.

Il semblerait que la différence d’intensité entre les cellules diminue. Les cellules
de la plaque pré-endomésodermale retrouvent un niveau en p-βcat et en actine
moyen et le patch fort observé d’actine et de p-βcat disparaît. Quelques cellules,
cependant, dans les plis radiaux par rapport à l’invagination gardent un niveau
élevé de signal p-βcat.

III.1.1.2 Corrélation p-βcat/actine

Une observation détaillée nous fournit une information supplémentaire impor-
tante : la cohérence entre le signal d’actine et celui de la p-βcat est frappante
même en dehors des zones de constriction apicale. Cette corrélation est aussi visible
chez les embryons non-constrictés au stade blastula. Nous pouvons voir cela sur
la Fig.III.2 : les zones les plus intenses en actine jonctionnelle correspondent égale-
ment à des zones intenses en p-βcat. En revanche, lorsque les tissus s’enfoncent dans
l’embryon et que le fort pattern en actine et en p-βcat disparaît, les deux signaux
semblent être moins corrélés.

Nous avons voulu vérifier cette corrélation de manière plus précise et vérifier si
l’on pouvait généraliser cette observation. Comme nous l’avons déjà vu, nous ne
parlons pas ici d’une corrélation pixel par pixel car les signaux sont complémen-
taires : dans les jonctions, l’actine est intense et la p-βcat plus faible, et à l’intérieur
des cellules, l’actine est plus faible et la p-βcat plus intense. Les pixels forts en
actine ne sont donc pas ceux exhibant un signal fort en p-βcat. En revanche, on
observe une "colocalisation cellulaire". En effet, les cellules exhibant un signal fort
en actine jonctionnelle, sont également très marquées en p-βcat cellulaire.
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Fig. III.3 Corrélation cellulaire des signaux de p-βcat et d’actine
Les signaux d’actine et de p-cat sont complémentaires pixels par pixel mais
corrélés cellulairement.
Pour chacun des embryons représentés, l’histogramme 2D montre la distribution
de la valeur des pixels, en actine et en p-βcat. Les valeurs sont normalisées par
le fond de l’image, les pixels du fond ne sont pas représentés sur le graphique
grâce au filtre Otsu.
Le second graphique montre le signal de la p-βcat cellulaire en fonction de l’actine
jonctionnelle, moyenné pour chaque cellule (chaque point bleu représente une
cellule. Pour plus de détail, cf. Fig.II.7). Le coefficient de Paerson et la p-value
associée à ce coefficient sont représentés sur le graphe.
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Grâce au programme que nous avons développé, nous pouvons étudier en détail
la relation entre l’actine et la p-βcat. L’algorithme utilisé est l’algorithme 3, décrit
en Part.II.2.5. La squelettisation, nous permet d’isoler les jonctions cellulaires du
reste du signal, et la segmentation permet d’identifier les cellules une par une et
ainsi de mettre en relation, pour chacune d’entre elles, leur signal jonctionnel et
cytoplasmique.

Nous avons tracé quelques graphiques du signal moyen de p-βcat intra-cellulaire
en fonction du signal moyen d’actine jonctionnelle de chaque cellule (cf. Fig.III.3)
et observé quasi sytématiquement une relation linéaire entre ces deux variables.
Afin de valider cette observation à plus grande échelle, nous avons généré pour
chaque embryon le coefficient de Pearson et sa p-value associée avec pour variable
la p-βcat intra-cellulaire et l’actine jonctionnelle de chaque cellule. Le coefficient
de Pearson est compris entre -1 et +1. Une valeur proche de |1| indique une très
bonne corrélation linéaire, peu bruitée, tandis qu’une valeur proche de 0 indique
l’absence de corrélation monotonique entre les deux variables testées. La p-value
est la probabilité d’observer une telle distribution en l’absence de corrélation. Plus
la p-value sera petite, et plus nous pouvons avoir confiance dans l’existence d’une
corrélation.

Coefficient de Pearson

****

Blastulas Constrictés

Figure III.4 – Coefficient de Pearson
entre les signaux de p-βcat cellulaire
et d’actine jonctionnelle
Les couleurs correspondent à la p-value du
coefficient de Pearson, indiquant la probabi-
lité d’observer cette distribution si les deux
variables ne sont pas corrélées (null hypothe-
sis). La corrélation entre la p-βcat cellulaire
et l’actine jonctionnelle est validée.
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Ainsi, par exemple, un coefficient de Pearson r=0.254 associé à une p-value
p<10-3 indique une corrélation linéaire très probable (ou plus précisément que la
probabilité d’observer une telle distribution sans corrélation est inférieure à 10-3)
mais aussi assez bruitée et dispersée autour de la droite de corrélation.

La Fig.III.1.1.2 indique les coefficients de Pearson testant la relation de corréla-
tion entre la p-βcat cellulaire et l’actine jonctionnelle pour des embryons WT avant
l’invagination. Ces embryons sont séparés en deux conditions : les blastulas (box
bleu) et les constrictés (box jaune). Les couleurs des points correspondent aux p-
value de la corrélation. Pour grande la majorité des embryons (89/94), les p-values
du coefficient de Pearson sont inférieures à 10-2, nous permettant de valider la cor-
rélation entre les deux variables. On peut également observer que les coefficients
sont en moyenne plus élevés chez les constrictés montrant que la cohérence entre les
deux signaux est plus fortes (ie. les points sont moins dispersés autour de la droite
de corrélation).

Ainsi, nous avions déjà observé que la constriction apicale des cellules du do-
maine central coïncide avec un recrutement important de la p-βcat montrant déjà
une certaine cohérence entre les deux signaux dans les cellules du domaine central.
Ici, nous généralisons ce résultat : l’actine jonctionnelle et la p-βcat cellulaire sont
corrélées dans toutes les cellules de l’embryon pendant la blastula et le début de
l’invagination. A ce stade, nous pouvons parler de corrélation, mais nous ne pouvons
pas nous prononcer sur les rapports de causalité entre l’actine et la p-βcat.

III.1.1.3 La transition Blastula/Constriction : Etude du recrutement de
la p-βcat en début de gastrulation

Nous venons de montrer que les signaux d’actine jonctionnelle et de p-βcat cyto-
plasmique sont corrélés de manière cellulaire. Or nous avons également constaté que
la gastrulation commence par le recrutement de l’actine permettant de constricter
les cellules du domaine central. Logiquement, et nous l’avons confirmé par l’obser-
vation, la βcat est fortement phosphorylée dans ces mêmes cellules.
Nous avons voulu quantifier l’augmentation de la p-βcat dans les cellules du do-
maine central lors du début de la gastrulation.

La Fig.III.5 comporte trois façon d’analyser la différence d’intensité de p-βcat
entre les embryons blastulas et constrictés.
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Fig. III.5 Comparaison du signal p-βcat des blastulas et des constric-
tés
A gauche, le signal global de p-βcat moyenné sur tout l’embryon (sans les jonc-
tions) normalisé par rapport aux blastulas.
Au centre, le rapport des cellules les plus intenses avec les autres cellules. Les cel-
lules intenses sont celles dont le signal moyen (µc) est supérieur au signal moyen
de toutes les cellules de l’embryon (µtot,c) de un sigma : µc>µtot,c+σtot,c.
A droite, le rapport d’une zone localisée intense par rapport au reste du signal
de l’embryon. La zone sélectionnée est composée de pixels dont la valeur S est
supérieure à la moyenne de tous les pixels de l’embryon (µtot,p) de un sigma sur
l’embryon lissé : S>µtot,p+σtot,p.
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La premier diagramme reporte le signal cellulaire moyen de la p-βcat. Les pixels
appartenant aux cellules (sans les jonctions) sont moyennés, puis normalisés par le
fond de l’image. Pour plus de lisibilité, sur le graphe, ces mesures sont renormalisées
par rapport aux embryons blastula (Part.II.2.5, Algorithme 1).
De manière surprenante, il n’y a pas de différence significative entre les embryons
blastulas et constrictés quant au signal global en p-βcat.

Sur le deuxième graphique, nous nous intéressons à l’étendue de la distribution.
Pour cela, nous appliquons l’algorithme 2 (Part.II.2.5). Nous sélectionnons les cel-
lules les plus intenses en p-βcat, c’est à dire toutes celles dont le signal cellulaire
moyen est supérieur de un sigma (écart type) au signal moyen des toutes les cellules.
Nous pouvons ensuite faire le rapport du signal moyen de ces cellules sélectionnées
par rapport aux cellules en dehors de la sélection.
En comparaison aux embryons blastulas, ce rapport est plus élevé de 5% chez les em-
bryons constrictés. Cette augmentation est faible mais significative : p-value<10-3.

Enfin, nous avons analysé la répartition spatiale du signal en appliquant la mé-
thode décrite en Part.II.2.5, Algorithme 2bis. Cette technique nous permet de sé-
lectionner une zone continue forte en signal. Ensuite, nous pouvons faire le rapport
entre le signal moyen de p-βcat cellulaire, dans cette sélection et en dehors. Nous
imposons ainsi une condition spatiale : les cellules sélectionnées sont limitrophes et
ne peuvent pas être dispersées dans l’embryon.

Ces résultats suggèrent que la βcat est déjà phosphorylée au stade blastula dans
certaines cellules de l’embryon, de manière possiblement aléatoire car on ne re-
trouve pas de motif particulier à part une corrélation avec le signal d’actine. Avec
la constriction apicale, le niveau moyen est inchangé mais la disparité du signal (le
rapport) augmente.

Cela peut être expliqué de deux manières. L’augmentation de l’intensité des cel-
lules constrictées pourrait être associée à la diminution symétrique de l’intensité de
cellules non constrictées, expliquant l’invariance du signal moyen et l’augmentation
du ratio.

Il est aussi envisageable que l’augmentation de 5 à 10% de l’intensité de seule-
ment 15% des cellules (la constriction) de l’embryon ne joue qu’un rôle mineur
dans la moyenne du signal global de l’embryon. Dans ces conditions, pour pouvoir
observer une différence statistique, il faudrait probablement augmenter le nombre
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d’observations car nos distributions sont très étalées.
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Figure III.6 – Comparaison de
l’imposition d’une condition
spatiale à la sélection du signal
le plus intense
Les traits montre la différence entre
les deux rapport pour une même
embryon. Un trait noir indique une
diminution du ratio "patch" par rap-
port au ratio "dispatché" et un trait
rouge montre une augmentation.
Les étoiles (p-value) témoignent
seulement de la différence entre les
résultats "dispatchés" vs "patch"
mais quand on regarde la baisse
individuelle de chaque embryon,
elle n’est pas plus grande chez les
blastulas que chez les constrictés
(la moyenne des pentes représentée
est la même pour les deux types,
avec p-value=0.77).

On peut noter que l’imposition d’une condition spatiale (rapport "patch") sur
la sélection du signal le plus fort ne change pas considérablement les résultats par
rapport au ratio "cellules dispatchées" (cf. Fig.III.6). La différence semble plus im-
portante à première vue chez les blastulas que chez les constrictés mais une étude
plus attentive de la baisse de chaque embryon nous informe qu’il n’y a pas de diffé-
rence entre les blastulas et les constrictés (baisse de 2,8% chez les blastulas vs baisse
de 2,5% chez les constrictés, p-value=0.77). La différence des p-values représentées
sur le schéma (>0.0001 et >0.05) est causée par la différence de distribution entre
les phénotypes blastulas (très groupés) et constrictés (plus étalés).

Le fait que le ratio baisse de la même manière et très faiblement, lorsqu’on im-
pose une condition spatiale semble indiquer que pour les embryons blastulas comme
pour les constrictés, les cellules intenses en p-βcat ont tendance à être groupées.

Ainsi, nous avons mis en évidence que lors de la constriction apicale, un signal
fort en p-βcat est concentré dans les cellules du domaine central. L’augmentation du
signal dans ces cellules est modeste, entre 5 et 10% en moyenne donc difficile à dé-
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tecter dans des analyses globales. Cependant, comme nous l’avons vu Part.III.1.1.1,
la constriction apicale des cellules et donc la stabilisation de p-βcat dans ces mêmes
cellules durent plusieurs heures (depuis le début de la constriction jusqu’au stade
mid-gastrula). Il est donc possible que ce signal puisse activer une transcription en
aval.

III.1.1.4 Etude de la nucléarisation de la p-βcat

Dans l’hypothèse que nous voulons vérifier, la βcat est phosphorylée et relarguée
dans le cytoplasme, puis transloque dans le noyau en tant que cofacteur de trans-
cription. Nous avons voulu vérifier si la p-βcat était effectivement nucléarisée. Il est
important de noter qu’il est possible que la p-βcat soit dé-phosphorylée une fois dans
le cytoplasme avant d’être transloquée dans le noyau comme cela semble être le cas
dans les cellules de la marge lors de l’épibolie du poisson-zèbre (Brunet et al., 2013) .

Pendant la blastula, le signal de p-βcat est relativement homogène dans le cyto-
plasme cellulaire. On ne voit ni de tâche brillante (comme sur l’exemple Fig.III.7.1)
ni de tâche plus sombre, qui pourrait indiquer que le signal est fortement concentré
dans le noyau ou au contraire, peu présent. On peut en déduire que la concentration
de p-βcat est la même dans le cytoplasme et dans le noyau. Avec les coupes trans-
versales, on peut observer qu’en effet, le signal Dapi et le signal p-βcat semblent
colocaliser par endroits. Ces régions apparaissent en jaune dans la coupe transver-
sale de la Fig.III.7.3.
Une telle distribution de la βcat, homogène dans le cytoplasme et le noyau, a été
observée dans d’autres espèces comme la drosophile ou la souris, respectivement
Peifer and Wieschaus (1990) et Fernández-Sánchez et al. (2015).

Pour les embryons constrictés, regarder la colocalisation des signaux dans la
zone de constriction s’est avéré plus difficile que prévu. En effet, le signal DAPI
des noyaux est beaucoup faible pour les cellules constrictées que pour les autres.
A priori, nous ne savons pas si cet effet est lié à un changement de l’état de la
chromatine, un problème optique dû à l’épaisseur des tissus dans cette zone, ou un
artéfact quelconque. Pour éliminer certaines de ces possibilités, il serait intéressant
de marquer les noyaux avec un autre marqueur, comme le Hoechst ou le Propidium
Iodide (PI) afin de tester si cet état est spécifique au marquage DAPI.
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p-ßcatDAPI (noyaux) Merged

PI (noyaux) actine PI (noyaux) actine
(1) Exemple de signal nu-
cléair clair : nucléarisation
de la βcat dans les cellules
orales, stade blastula.
Image issue de Röttinger
et al. (2012)

p-ßcatDAPI (noyaux) Merged

PI (noyaux) actine PI (noyaux) actine

(2) Migration des noyaux des cellules du domaine
central vers la partie basale. Attention : les noyaux
sont en rouges et l’actine en vert. La longueur des
flêches est proportionnelle à l’épaisseur de tissu que
doit traverser le laser pour imager le noyau.
Image adaptée de Botman et al. (2014)

p-ßcatDAPI (noyaux) Merged

a.

b.

(3) Embryon au stade blastula et en constriction : Vue orale et reconstruction
latérale selon l’axe de la ligne en pointillé du signal des noyaux (en rouge) et de
la p-βcat (en vert).

Fig. III.7 Etude de la nucléarisation de la p-βcat
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Nous avons voulu vérifier l’hypothèse selon laquelle le faible marquage en DAPI
des noyaux dans le domaine central était lié à sa profondeur dans la cellule. Lorsque
les cellules constrictent apicalement, les noyaux sont compressés par les tissus en-
vironnants et se déplacent en profondeur vers la partie basale de la cellule. Pour
imager ce noyau, le laser doit traverser plus de tissu très diffusif et le signal de
fluorescence recueilli serait donc moins intense (cf. illustration Fig.III.7.2).

La coupe transversale de l’embryon constricté Fig.III.7.3 illustre le phénomène
observé : peu de signal DAPI dans la zone constricté mais un fort signal p-βcat
dans ces mêmes cellules. De manière surprenante, les noyaux ne semblent pas en-
core s’être déplacés vers la partie basale de la cellule dans cette zone, ce qui invalide
l’hypothèse de départ.
La raison pour laquelle le signal DAPI est plus faible dans les cellules constrictées
est donc toujours inconnue. Nous pouvons cependant noter que c’est un effet extrê-
mement reproductible.

Pour revenir à la question de base, il semblerait que l’on peut observer un signal
p-βcat dans le noyau des cellules constrictées. Cependant, à cause du faible signal
DAPI des cellules en phase de constriction apicale, les techniques classiques de
colocalisation sont difficiles à appliquer. C’est pourquoi la Fig.III.7 ne représente
pas de colocalisation, mais des "merged", c’est à dire les deux images fusionnées.

III.1.1.5 Résumé des résultats obtenus grâce à la caractérisation

1. La phosphorylation Y654 de la βcat ne coïncide pas avec les mouvements ma-
croscopiques de la gastrulation (Part.III.1.1.1).
3. L’actine jonctionnelle et la p-βcat intra-cellulaire sont corrélées linéairement
dans toutes les cellules de l’embryon au stade blastula et pendant la gastrulation
(Part.III.1.1.2).
2. Au début de la gastrulation, les taux de p-βcat augmentent subtilement (∼ 5%)
mais durablement (plusieurs heures) dans les cellules du domaine central au moment
de leur constriction apicale (Part.III.1.1.1 et Part.III.1.1.3).

Interprétation :
Ces résultats, issus d’observations et d’analyses plus poussées sont précieux. Ils nous
permettent d’invalider notre hypothèse de départ, à savoir que les mouvements mor-
phogénétiques macroscopiques de la gastrulation induisent la phosphorylation de la
βcat. En effet, Bien qu’un fort pattern de p-βcat apparaisse au début de la gas-
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trulation, celui-ci est visible alors que l’embryon est encore sphérique, et disparait
lorsque la plaque pré-endomésodermale s’enfonce dans le blastopore (les tensions
mécaniques devraient être à leur maximum).

Cependant, nous avons également montré que les signaux d’actine jonctionnelle
et de p-βcat cellulaire sont corrélés linéairement et positivement.

Une zone riche en actine correspondant souvent à un domaine sous fortes ten-
sions. Il est donc possible que l’actine, qui gouverne le changement de forme des
cellules et la dynamique cellulaire en générale, soit responsable des tensions favori-
sant la phosphorylation de la βcaténine, avant même que les changements morpho-
logiques macroscopiques qui en découlent ne soient visibles.

Pour tester cette hypothèse, nous avons mis en place différentes expériences.
Dans un premier temps, nous avons voulu tester le rôle de l’actine dans la phospho-
rylation de la p-βcat. Pour cela, nous avons inhibé la transcription de la protéine
Stbm connue pour orchestrer le recrutement de l’actine et donc la constriction
apicale au début de la gastrulation de l’embryon de Nematostella vectensis (Kum-
buregama et al., 2011). Nous avons ensuite rétabli les contraintes mécaniques par
une simple déformation uni-axiale de l’embryon.

III.1.2 Blocage et restauration des forces mécaniques par injec-
tion du morpholino de Strabismus

III.1.2.1 Blocage de la gastrulation par injection de StbmMO

• Contexte et objectifs de l’expérience

Afin de déterminer les relations causales entre les forces mécaniques de la gas-
trulation, la p-βcat et l’actine, nous avons injecté le morpholino de Strabismus.
Pour rappel, ce morpholino empêche la traduction de la protéine Strabismus res-
ponsable des constrictions apicales des cellules déclenchant l’invagination Kumbu-
regama et al. (2011). En bloquant la traduction de cette protéine, nous avons pour
objectif de bloquer la constriction apicale et ainsi empêcher la gastrulation. Grâce
aux immunomarquages, nous pouvons ainsi déterminer l’influence des contraintes
mécaniques de l’invagination sur la phosphorylation de la βcaténine.
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Pour une description des injections, se référer Part.II.1.2. En bref, la concen-
tration utilisée est de 900µM en morpholinos et 1x de rhodhamine-dextran pour
la fluorescence. Un morpholino contrôle (CtrlMO) est toujours injecté en parallèle
des StbmMO afin de pouvoir surveiller le stade de développement des embryons.
Lorsque les CtrlMO commencent à gastruler, les embryons sont fixés.

Il est important de noter que la constriction apicale n’est visible qu’après les
immunomarquages, sous microscope à fluorescence. Pendant l’expérience, la loupe
binoculaire ne nous permet pas de distinguer ces cellules et nous ne pouvons dis-
criminer que deux phénotypes morphologiques : les invaginés et les non-invaginés.
L’heure de fixation a donc été choisie en fonction du nombre d’embryons au stade
mid-gastrula (bien visibles à la loupe binoculaire) chez les CtrlMO et les StbmMO.
Nous visons la fenêtre de temps où le pourcentage d’embryons invaginés est grand
chez les CtrlMO et non nul chez les StbmMO. En effet, cela nous permet de nous
assurer que le timing est correct : les StbmMO sont au stade où ils devraient invagi-
ner comme en témoignent ceux pour lesquels l’injection n’a pas eu d’effet. Les voies
biochimiques de la gastrulation indépendantes de Stbm sont alors normalement en
place et prêtes à être potentiellement activées par les contraintes mécaniques.

Après les immunomarquages, on peut classer les embryons selon trois catégories :

— ceux n’ayant commencé aucun mouvement d’invagination -similaires stade
blastula en phénotype mais théoriquement similaires au stade early-gastrula
génétiquement- que nous appelons les non-invaginés

— ceux qui présentent une constriction apicale des cellules, les constrictés

— et ceux dont la plaque pré-endomésodermale a commencé à s’enfoncer dans
le blastocèle : les invaginés.

Les embryons sont classés selon ces trois phénotypes, puis analysés avec le pro-
gramme décrit Part.II.2.5 (Algorithme 1). Rapidement, on effectue une projection
5-max des images 491 (p-βcat) et 561 (actine), un filtrage otsu, puis la squelettisa-
tion. La taille des filaments du squelette est de cinq pixels de largeur, et le seuil de
détection des points critiques a été ajusté à la main pour chaque embryon.

Nous sélectionnons pour l’analyse comparative les pixels de l’actine jonctionelle
et de la p-βcat cytoplasmique que nous moyennons pour chacun des embryons.
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• Résultats
→ Influence de StbmMO sur le phénotype morphologique des em-
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Fig. III.8 Effet des injections StbmMO sur les phénotypes des em-
bryons, le niveau d’actine et de p-βcat A gauche, la répartition en pourcen-
tage des trois phénotypes observés chez les CtrlMO et les StbmMO. Au centre,
le niveau d’intensité de l’actine jonctionelle normalisé par rapport au fond. A
droite, le niveau d’intensité de la p-βcat dans les cellules normalisé par rapport
fond. Les résultats sont ensuite reportés normalisés par rapport à la moyenne
des embryons CtrlMO. Chaque point correspond à un embryon ; le code couleur
représente le phénotype de l’embryon : les invaginés sont en orange, ceux présen-
tant une constriction apicale en jaune et les non invaginés sont en bleu. Les étoiles
correspondent aux p-values obtenues par le test bilatéral de Mann Whitney. Les
points en forme de losange sont considérés par l’algorithme du bloxplot comme
des aberrations statistiques mais ils restent comptés dans les calculs statistiques
comme la moyenne ou l’écart type.

Sur le diagramme en barres de la Fig.III.8, sont décomptés les trois phénotypes
que l’on retrouve chez les CtrlMO et les StbmMO à 24hpf.
Au moment de la fixation, 67% d’embryons CtrlMO invaginent contre 34% seule-
ment chez les StbmMO. Cette diminution est significative, (p-value = 0.0002, test
exact de Fisher), donc l’objectif premier de l’injection est atteint. Cependant, les
proportions d’embryons non-invaginés et d’embryons constrictés, quant à elles aug-
mentent, mais, chacune prise individuellement, de manière non significative (p-value
> 0.05, test de Fisher).
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→ Influence de StbmMO sur la p-βcat et l’actine

Sur les boxplots de la Fig.III.8, figurent respectivement en rouge le niveau d’ac-
tine moyen des jonctions cellulaires et en vert celui de p-βcat moyen des cellules
des embryons StbmMO par rapport aux CtrlMO. Les valeurs d’intensité sont nor-
malisées par le fond de l’image.
Les différents phénotypes sont symbolisés par le même code couleur que précé-
demment : les blastulas sont en bleu, les constrictés en jaune et les invaginés en
orange. Comme nous l’avons déjà vu Part.III.1.1.3, le phénotype morphologique
des embryons n’a pas d’influence sur les signaux globaux de p-βcat par rapport à
la condition (CtrlMO et StbmMO). Nous pouvons voir ici que c’est également le
cas en actine. C’est pourquoi les embryons sont divisés par condition et non par
phénotype morphologique.
En comparant les niveaux d’intensité des CtrlMO et des StbmMO, on observe une
baisse significative à la fois pour la p-βcat cellulaire et pour l’actine jonctionnelle
(p-value < 0.0001, Mann Whitney bilatéral).

• Discussion des résultats
→ Influence de StbmMO sur le phénotype morphologique

L’injection de StbmMO est partiellement efficace en terme d’inhibition de la
gastrulation. Elle permet de réduire de moitié le nombre d’embryons qui gastrulent
(de 67% à 33%) et ce, significativement (p-value = 0.0002, test de Fisher) mais la
proportion d’embryons constrictés augmente légèrement (n.s.). On peut supposer
que l’injection du morpholino de Stbm diminue les contraintes mécaniques chez tous
les embryons sans les bloquer totalement, ce qui entraine un transfert du groupe des
embryons invaginés vers celui des embryons constrictés, et du groupe des constrictés
vers les non invaginés. En effet, la proportion de non-invaginés chez les StbmMO
est égale à la somme chez les CtrlMO des non-invaginés et des constrictés.

Ce résultat est surprenant car Stbm est décrit comme responsable du recrute-
ment de l’actine permettant la constriction apicale des cellules de la plaque pré
endomésodermale chez Nematostella vectensis. Dans l’article Kumburegama et al.
(2011), les injections de StbmMO permettent d’inhiber la gastrulation à 90% contre
seulement 37% dans nos mains. Nous pouvons en partie expliquer cette différence
par le fait que ces résultats peuvent varier d’un expérimentateur à l’autre. Cepen-
dant il est important de noter que cet article ne fait jamais allusion au pattern
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de constriction apicale. Il se trouve que ce phénotype n’est pas visible à la loupe
binoculaire : l’embryon constricté a une forme sphérique. Si nous considérons ce
phénotype comme un phénotype "non-invaginé", alors nos résultats se rapprochent
de ceux de l’article, avec 66% d’embryons non-invaginés (jaune et bleu).

Nous avons vu Part.I.3.2.1 que la constriction apicale des cellules du domaine
central n’est pas le seul processus responsable de l’invagination des tissus. La di-
minution de l’adhésion basale des cellules du domaine central joue probablement
un rôle important dans l’initiation du flambage des tissus. Dans la simulation de
Tamulonis et al. (2011), la diminution de la constriction apicale sans modification
des autres paramètres (en particulier la diminution de l’adhésion basales des cel-
lules ) permet au mieux de bloquer la gastrulation à son commencement mais pas
totalement car l’initiation du flambage des tissus n’est pas bloquée.

Diminution de la constriction apicale

Fig. III.9 Diminution progressive de la constriction apicale dans la si-
mulation Tamulonis et al. (2011)
La seule diminution de la constriction apicale ne permet pas de bloquer le flam-
bage des tissus, qui est, dans la simulation, généré également par la perte d’adhé-
sion basale des cellules du domaine central.
Il existe une instabilité : la diminution progressive de la constriction apicale
montre qu’il existe une valeur seuil en-dessous de laquelle la gastrulation n’est
pas possible dans la simulation sans modification des autres paramètres.
Adapté de Tamulonis et al. (2011)

→ Influence de StbmMO sur la p-βcat et l’actine

Sur les boxplots de la Fig.III.8, on peut, en premier lieu, noter l’étendue de la
distribution pour chaque condition. Devant des mesures d’intensité si disparates
pour une même condition, il est nécessaire d’avoir un grand nombre d’embryons
pour faire des comparaisons.

La comparaison du niveau d’actine dans les jonctions des embryons StmMO
par rapport au niveau des CtrlMO nous permet tout d’abord de vérifier que le
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morpholino de Stbm est efficace car il agit sur le recrutement de l’actine. Ainsi,
il est intéressant de voir que le niveau d’actine est significativement plus bas chez
les StbmMO de 30% même si l’on peut voir que beaucoup d’embryons sont au
même niveau que les contrôles. Cependant, l’injection est assez efficace pour que
l’on puisse observer une diminution nette de la concentration jonctionnelle de l’ac-
tine de manière statistique. Nos résultats montrent donc la forte influence de Stbm
sur l’actine, pas seulement pour la constriction apicale mais a priori pour tous les
embryons.

Comme nous l’avons déjà vu pour la p-βcat, le signal global est indépendant
du phénotype de l’embryon. Cela est de nouveau confirmé par cette expérience : on
peut observer que les trois couleurs de points (ie. les trois phénotypes) sont réparties
de manière aléatoire. Ces résultats sont visibles en actine également. Cela justifie
la représentation par condition et non par phénotype morphologique.
Sous injection de StbmMO, la baisse observée du niveau global de p-βcat cytoplas-
mique est aussi indépendante du phénotype morphologique. Cette baisse, pourtant
induite par l’inhibition de Stbm n’est donc, a priori, pas due aux changements phé-
notypiques. En rapprochant ces résultats avec la corrélation que nous avons observé
avec l’actine, nous supposons que la baisse de phosphorylation de la βcat est plutôt
liée à la baisse du niveau d’actine.

Chez les embryons Stbm(-), le signal de la p-βcat diminue de 10% en moyenne (p-
value<0.0001, Mann Whitney bilatéral). On peut noter que chez le poisson zèbre,
Brunet et al. (2013) ont montré que l’augmentation de la phosphorylation de la
βcat en réponse aux mouvements d’épibolie était de l’ordre de 15 à 20% et que cela
suffit pour activer l’expression des gènes cibles de la βcat. Il est donc très intéres-
sant d’observer une diminution de 10% de la phosphorylation de la βcat lorsqu’on
inhibe partiellement les contraintes mécaniques.

Pour définitivement conclure sur la mécanosensibilité de la p-βcat, nous devons
d’abord restaurer les contraintes mécaniques et observer une restitution du niveau
de phosphorylation. En effet, l’inhibition observée de la p-βcat sous injection de
StbmMO pourrait être liée à l’inhibition de Stbm de manière génétique. Il est pos-
sible que Stbm soit requis dans une voie déclenchant la phosphorylation de la βcat
de manière biochimique et seule une restauration mécanique validera ou non notre
hypothèse.
Dans ce but, nous avons effectué une restauration des contraintes mécaniques.
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III.1.2.2 Restitution des forces mécaniques par compression globale
uniaxiale

• Contexte et objectifs de l’expérience

Ici, nous testons la mécanosensibilité de la p-βcat.
Nous avons montré que la phosphorylation de la βcat diminue sous injection de
StbmMO. Nous voulons donc tester si Stbm est requis dans une voie de régulation
biochimique nécessaire à la phosphorylation de la βcat au moment de la gastru-
lation. Si tel est le cas, une restauration des contraintes mécanique n’aurait pas
d’impact sur les taux de p-βcat. Si au contraire, nous observons une restauration
des taux de p-βcat après l’application de contraintes mécaniques chez les embryons
StbmMO, alors nous pouvons affirmer que c’est la diminution des contraintes mé-
caniques qui est à l’origine de la baisse des taux de phosphorylation de la βcat
observée.

Nous avons donc comprimé de manière globale et uniaxiale les embryons StbmMO
et CtrlMO entre lame et lamelle (cf. Part.II.2). Au même stade que les expériences
précédentes, c’est à dire au stade où une majorité d’embryons CtrlMO ont déjà
commencé à gastruler, une compression de dix minutes est effectuée sur un lot
d’embryons CtrlMO et un lot d’embryons StbmMO. La lame sur laquelle repose
les embryons, et la lamelle permettant d’effectuer la compression sont séparées de
150µm. Au bout de dix minutes, les embryons sont récupérés. Il sont ensuite fixés,
marqués, imagés et analysés comme décrit précédemment (Part.III.1.2.1, Part.II.2.5,
Algorithme 1).

• Résultats

La Fig.III.10 récapitule les résultats déjà présentés dans la section précédente
(Part.III.1.2.1), à savoir l’influence de l’injection du morpholino de Stbm sur le phé-
notype des embryons, le réseau d’actine et la phosphorylation de la βcat, et nous
montre également ces mêmes données après compression globale uniaxiale de dix
minutes.
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Comparaison des phénotypes : 
CtrlMO vs StbmMO, avant et après 

compression à 24hpf
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(1) Répartition en pourcentage
des trois phénotypes obser-
vés chez les CtrlMO et les
StbmMO avant et après com-
pression.
En orange foncé, les invaginés, en
jaune les embryons présentant une
constriction cellulaire apicale au ni-
veau du blastopore, et en bleu les
blastula (ou blastula-like pour les
StbmMO). Les différences observées
entre les StbmMO et les StbmMO
compressés sont non-significatives
(n.s.) d’après le test de Fisher.
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(2) Niveaux d’intensité de l’actine jonctionelle et de la p-βcat cytoplasmique,
normalisés par rapport aux CtrlMO, pour les quatre conditions (CtrlMO,
StbmMO, CtrlMO comprimés, et StbmMO comprimés). Chaque point corres-
pond à un embryon. Le code couleur représentent le phénotype de l’embryon est le même
que celui de figure (1). Les mesures d’intensité sont normalisées par le fond, puis normali-
sées par rapport à la moyenne des CtrlMO. Les étoiles représentent les p-values obtenues
avec le test de Mann Whitney.

Fig. III.10 Compression des StbmMO : effet sur le phénotype, le ni-
veau d’intensité de l’actine et de la p-βcat
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Sur le diagramme en barres figure la répartition des trois phénotypes embryon-
naires en fonction du morpholino injecté et de la compression. On peut y voir que la
compression mécanique n’a pas d’influence sur le phénotype des embryons CtrlMO.
En effet, les rapports entre les trois phénotypes sont les mêmes. Lorsque l’on com-
pare les StbmMO avant et après compression, on peut observer une diminution des
non-invaginés et des invaginés au profit des constrictés. Nous ne pouvons parler ici
que de tendance car les p-values ne sont pas significatives à 0,05. La compression
mécanique ne semble donc pas avoir d’effet important sur le phénotype morpholo-
gique des StbmMO.

L’application de contraintes externes a pour effet de restaurer en partie la den-
sité du réseau d’actine jonctionnelle. En effet, le niveau d’actine jonctionnelle chez
les StbmMO compressés est plus élevé en moyenne que celui des StbmMO témoins
(p-value < 0.0001, Mann Whitney) sans néanmoins atteindre le niveau des CtrlMO
(p-value < 0.01, non représentée sur la figure). La compression permet aussi de
renforcer le réseau d’actine jonctionelle chez les CtrlMO. Nous observons une aug-
mentation de plus de 25% du niveau global par rapport aux CtrlMO non comprimés.

Les niveaux moyens de la βcat phosphorylée des embryons CtrlMO-témoins,
des embryons CtrlMO-compressés et des embryons StbmMO-compressés sont équi-
valents (p-value ≈ 1, Mann Whitney, bilatéral). Cela suggère d’une part qu’on ne
peut pas augmenter les taux de phosphorylation de la βcat des embryons CtrlMO
par compression mécanique (probablement car ces taux sont déjà à leur maximum)
mais aussi que les contraintes mécaniques extérieures ont pour effet de stimuler
la phosphorylation de la βcat lorsqu’elle a été inhibée préalablement (injection de
StbmMO).

Ainsi la phosphorylation de la βcat et la densification du réseau
d’actine sont mécanosensibles lors de la gastrulation de Nematostella
vectensis.

• Discussion des résultats

Bien que les contraintes mécaniques aient un effet de restauration à la fois pour
l’actine et la p-βcat, la réponse de ces deux protéines diffère sur plusieurs points.

Les compressions permettent de rétablir totalement le niveau de p-βcat chez les
embryons StbmMO. Nous pouvons ainsi valider la mécanosensibilité de la phospho-
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rylation de la βcat lors de la gastrulation de Nematostella vectensis.
En revanche, les compressions n’ont aucun impact sur les taux de p-βcat chez les
embryons CtrlMO, suggérant que la p-βcat atteint un plafond au delà duquel les
contraintes mécaniques n’ont plus d’influence. Il est possible qu’un mécanisme de
préservation de l’intégrité des tissus soit à l’œuvre, permettant de conserver un cer-
tain pourcentage de βcat non phosphorylée dans les jonctions cellulaires, donc, a
priori non relarguée dans le cytoplasme.

La phosphorylation de la βcat est donc mécanosensible car restaurée chez les
embryons StbmMO à des taux similaires à ceux des contrôles sous compression
mécanique. Cependant, nous ne pouvons savoir si la restitution des niveaux de
p-βcat est due au renforcement mécaniquement induit du réseau d’actine ou si
les contraintes mécaniques externes (la compression) ont directement opéré dans
cette restauration. Il est possible, en effet, que la déformation des membranes cel-
lulaires permettent directement à la βcat d’être phosphorylée et relarguée dans le
cytoplasme sans que le renforcement du réseau d’actine ne soit impliqué. Pour dé-
terminer le rôle de l’acto-myosine dans ce processus, nous pourrions faire subir des
compressions à des StbmMO dont le réseau d’acto-myosine a été inhibé par une
drogue (ex. ML-7, Y-27632, blebbistatin, etc.).

Bien que la densification du réseau d’actine soit mécanosensible, la réponse de
cette protéine face aux compressions mécaniques externes est différente de celle de
la p-βcat. Les compressions permettent de densifier plus encore le réseau d’actine
chez les embryons CtrlMO, alors qu’elles ne permettent pas de restaurer totalement
le niveau d’actine chez les embryons StbmMO. L’actine répond donc de manière
sensible aux contraintes mécaniques, que ce soit pour les embryons contrôles ou
Stbm(-) sans que l’on atteigne de seuil comme observé en p-βcat.

Pour mieux caractériser la réponse de l’actine aux contraintes mécaniques, nous
pourrions faire varier le temps de compression, la force appliquée, ou tenter d’orien-
ter les embryons. En effet, peut-être ne sommes nous pas en mesure d’observer la
pleine possibilité de réponse mécanosensible de l’actine en raison du protocole ex-
périmental.

Ces manipulations nous aideraient probablement aussi à comprendre si l’ab-
sence de changement morphologique après compression chez les embryons StbmMO
malgré le renforcement observé de l’actine est liée au fait que cette restitution soit
seulement partielle, ou, si l’inhibition de Strabismus rend tout changement phénoty-
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pique impossible. En effet, Stbm pourrait être nécessaire dans une voie biochimique
permettant le flambage, comme par exemple la convergence-extension, que nous ne
pouvons restaurer par simple compression mécanique. Afin de tester le rôle de Stbm,
nous avons compressé des embryons sauvages (WT) au stade blastula/constriction
apicale (cf. Part.III.1.3) et étudié la répartition des phénotypes des embryons avant
et après compression.

III.1.2.3 Résumé des résultats obtenus grâce aux injections de StbmMO
et aux compressions mécaniques

Grâce aux injections de morpholinos (Part.III.1.2.1), avons montré que :
4. Les injections de StbmMO permettent de réduire de moitié la proportion
d’embryons qui invaginent.
5. Sous injection de StbmMO, le signal d’actine diminue.
6. L’inhibition du renforcement du réseau d’actine par injection de StbmMO induit
la diminution de la phosphorylation de la βcat .

En réalisant des compressions mécaniques sur les embryons Stbm(-) (Part.III.1.2.2),
nous avons montré que :
7. Les compressions mécaniques sur les embryons StbmMO ne changent pas signi-
ficativement le phénotype de l’embryon.
8. Les compressions mécaniques induisent le renforcement du cortex d’actine dans
tous les embryons (CtrlMO 30% d’augmentation du signal, StbmMO 10% d’aug-
mentation).
9. Les compressions mécaniques et/ou le renforcement du réseau d’actine restaurent
les niveaux de p-βcat des embryons StbmMO (mais pas d’augmentation chez les
CtrlMO).

Interprétation :
Ces résultats suggèrent que la phosphorylation de la βcat, bien que mécanosensible,
n’est pas déclenchée par les mouvements morphogénétiques macroscopiques de la
gastrulation mais par la cause même des mouvements morphogénétiques, c’est à dire
la densification du réseau d’actine (elle-même mécanosensible) activée par Stbm.
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III.1.3 Anticipation des forces mécaniques dans les WT

• Contexte et objectifs de l’expérience

Nous avons vu dans la partie précédente que les compressions mécaniques ne
semblent pas avoir d’effet important sur le phénotype morphologique des embryons
Stbm(-), bien que les contraintes renforcent le réseau d’actine jonctionnelle, respon-
sable à terme des mouvements morphogénétiques. Il est possible que sans Stbm,
les contraintes mécaniques exogènes seules ne soient pas suffisantes pour déclencher
des mouvements cellulaires actifs (constriction apicale et invagination). C’est cette
hypothèse que nous testons ici.

L’expérience effectuée est simple : nous comprimons entre lame et lamelle des
embryons WT pendant dix minutes, puis nous marquons par immunofluorescence
les protéines d’actine et de β-caténine phosphorylée sur le site Y654. Les embryons
choisis sont, autant que possible, au stade blastula. La variabilité de développement
entre les embryons est importante et le stade visé pour la compression se trouve juste
avant la constriction. Concrêtement, cela signifie que certains embryons constricte-
ront déjà tandis que d’autres seront au stade blastula. Pour savoir si la compression
a un effet quelconque sur les embryons, nous comparons la cinquantaine d’embryons
compressés à la cinquantaine d’embryons contrôles. Nous pouvons alors déterminer
de manière statistique si le groupe compressé est différent du groupe contrôle.

• Résultats

Le diagramme de gauche de la Fig.III.11 montre l’effet des compressions sur le
phénotype des embryons WT, juste après la compression, une heure et deux heures
après.
Nous pouvons d’abord noter que chez les WT non-compressés, le nombre d’em-
bryons non invaginés diminue au fil du temps, au profit des embryons constrictés
et invaginés.
Ce résultat, attendu, délivre tout de même deux informations :

— comme nous l’avions déjà observé, la désynchronisation des embryons est im-
portante car on passe de 50% d’embryons blastulas à 25% en deux heures

— la constriction apicale des cellules du domaine central est un processus long,
de plusieurs heures, car à 23hpf, on ne dénombre moins de 10% d’embryons
dont les tissus ont commencé à invaginer dans le blastocèle.
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La compression, cette fois, a un effet sur le phénotype des embryons : le nombre
d’embryons non-invaginés diminue et celui des constrictés augmente juste après la
compression ainsi que une heure après (p-value < 0.05, test exact de Fisher). Deux
heures après, on observe toujours la même tendance mais qui s’estompe cependant
(p-value > 0.05).
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Fig. III.11 Compression des embryons WT en début de gastrulation.
Effets sur le phénotype embryonnaire et l’actine. A gauche, le pourcentage
des phénotypes embryonnaires contrôles (Ctrl) et compressés 10min (Comp),
juste après la compression (t0=21hpf), une heure après (t0+1h=22hpf) et deux
heures après (t0+2h=23hpf). L’étoile indique p-value < 0.05 avec le test de
Fisher. Pour chaque condition, n>50. N=2
A droite, signaux d’actine jonctionnelle avant et après compressions mécaniques
à 21hfp sur des embryons WT. Les deux boxplot correspondent aux embryons
des deux premières barres du diagramme de gauche. N=2

Les deux distributions de points du diagramme de droite correspondent aux deux
premières barres du diagramme de gauche : on y voit d’abord le signal de l’actine
jonctionnelle des WT-21hpf puis l’actine jonctionnelle des WT-21hpf compressés
pendant 10minutes comme décrit précédemment (Part.II.1.3.1 et Part.III.1.2). Les
analyses ont été faites avec l’Algorithme 1, décrit en Part.II.2.5.

Le signal d’actine augmente significativement de 30% en moyenne (p-value<0.0001)
après les compressions indiquant de nouveau la mécanosensibilité du cortex d’actine.
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La Fig.III.12 présente les résultats en p-βcat intra-cellulaire de ces mêmes ex-
périences. Les deux diagrammes représentent deux fois la même expérience mais
les résultats n’ont pas été analysés ensemble comme pour le phénotype ou l’actine
car les deux expériences ne répondent pas de la même façon. Dans l’Exp.I, on peut
voir une augmentation significative (p-value<0,0001, Mann Whitney, bilatéral) du
signal global de p-βcat intra-cellulaire après les compressions de 10min sur des em-
bryons WT-21hpf alors quand dans le second cas, il n’y a aucun changement après
les compressions.
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Fig. III.12 Comportement différent de la p-βcat dans les deux expé-
riences de compression

• Discussion des résultats

Grâce aux compressions réalisées sur les embryons WT au moment de la transition
blatula-constriction (Part.III.1.3), nous avons révélé que :
10. Les compressions mécaniques sur les embryons WT induisent la constriction
apicale de 20% des embryons.
11. Les compressions mécaniques sur les embryons WT permettent d’augmenter
le signal d’actine de 30% en moyenne (comme lors des compressions des CtrlMO)
montrant une seconde fois la mécanosensibilité du cortex d’actine.
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L’augmentation du signal d’actine jonctionnelle nous montre de nouveau que le
cortex d’actine répond positivement aux contraintes mécaniques.
De manière intéressante, on peut voir que ce signal augmente de 30% comme lors des
compressions des CtrlMO ce qui est une augmentation plus forte que celle consta-
tée chez les StbmMO compressés. Cela pourrait expliquer que les compressions
aient une influence sur le phénotype des WT et mais pas sur celui des StbmMO.
En d’autres termes, nous supposons que la présence de la protéine Stbm permet
un renforcement plus important du cortex d’actine sous compression mécanique,
peut-être parce que les tensions mécaniques précédant la compression ne sont pas
inhibées.

On pourrait alors répliquer que les compressions mécaniques n’ont pas d’in-
fluence sur le phénotype des embryons CtrlMO alors que ces embryons ne sont pas
déficients en protéines Stbm. Cependant, les compressions sur les WT sont effec-
tuées de manière plus précoce que chez les CtrlMO et StbmMO. Cela est visible par
la répartition des phénotypes : au moment de la compression, les WT sont divisés
de manière égale entre les blastulas et les constrictés alors qu’il y a 67% d’embryons
mid-gastrula chez les CtrlMO. Cela pourrait expliquer que l’augmentation de 30%
du signal d’actine jonctionnelle n’ait pas d’effet sur le phénotype des CtrlMO, alors
qu’elle permet d’induire une augmentation de 20% de constrictés chez les WT-21hpf.

Cependant, on ne peut pas exclure la possibilité que Stbm soit requis dans une
autre voie mécanosensible permettant d’induire la constriction apicale, ce qui expli-
querait que les compressions induisent un changement phénotypique chez les WT
et pas chez les embryons StbmMO.

Pour relier ou non les changements phénotypiques observés à la densification du
cortex d’actine, nous pourrions utiliser des drogues bloquant son activité et refaire
les compressions mécaniques sur les WT.

Pour la p-βcat, nous ne pouvons nous prononcer pour l’instant car les deux
seules expériences effectuées affichent des résultats différents. On peut cependant
remarquer que la première expérience semble légèrement plus précoce que la se-
conde au regard du ratio entre les embryons blastulas et les constrictés. En effet,
dans l’Exp.1, le rapport est de 25 embryons blastulas pour 18 embryons constrictés,
alors que dans l’Exp.2 on dénombre 20 blastulas pour 25 constrictés. Cela pourrait
expliquer que les contraintes induites par Stbm aient déjà déclenché la phospho-
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rylation sensible de la βcat, qui aurait alors atteint un seuil au delà duquel les
compressions n’ont pas d’effet (comme pour les CtrlMO). Néanmoins, ces rapports
ne sont pas significativement différents et ces expériences sont à refaire pour une
meilleure compréhension du mécanisme.

III.2 Gènes sous contrôle de la p-βcat

Nous avons montré qu’au début de la gastrulation, la βcat est phosphorylée
lorsque les futures cellules endomésodermales sont soumises à de fortes tensions.
Ici, nous allons tester le rôle de cette voie mécanique. Partant du constat que la
βcat est un cofacteur de transcription de gènes endomésodermaux (par la voie cWnt)
et que cette protéine est phosphorylée dans les futures cellules de l’endomésoderme,
se pourrait-il que la p-βcat agisse également comme un signal déclencheur de ces
gènes ? En d’autres termes, avons-nous affaire à une voie mécanosensible, parallèle
à la voie cWnt ?

Pour répondre à cette question, nous avons effectué des RTqPCR (cf. Part.II.1.4.1)
sur des embryons dont les tensions cellulaires endogènes dues a l’actine ont été inhi-
bées (les embryons StbmMO). Afin de valider qu’un gène est mécanosensible, nous
devons observer un défaut d’expression sous injection de morpholinos (qui bloque
les contraintes endogènes) puis une restitution au moins partielle de l’expression du
gène après application de contraintes exogènes.
Nous sommes dans les mêmes conditions expérimentales que lors des expériences
de la Part.III.1.2.2 : les embryons sont injectés avant les premiers clivages cellu-
laires, puis nous appliquons des compressions uni-axiales globales au moment de la
gastrulation. Cependant, nous fixons les embryons une heure après. En effet, si l’ex-
pression des gènes que nous observons est une conséquence de la phosphorylation de
la βcat, alors il doit y avoir un délai de l’ordre de l’heure entre la phosphorylation
et l’expression du gène.

La question est de savoir quels gènes nous devons tester en priorité. La Fig.III.13
référence les domaines spatiaux (1. a et b) ainsi que les groupes temporels de co-
expression (2). Si les domaines spatiaux sont relativement précis, les groupes tempo-
rels sont plus confus : la courbe d’expression des gènes identifiés comme appartenant
à un même groupe peut varier d’un gène à l’autre, et surtout, il y a une variabilité
pouvant aller jusqu’à quatre heures entre deux gènes d’un même groupe.
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(1) Domaines de co-expression génique de l’embryon au stade blastula
Quatre domaines d’expression ont été identifiés dans l’hémisphère animal : le domaine
central (jaune), l’anneau central (jaune), le domaine central et l’anneau central (jaune et
orange), et l’anneau externe (bleu foncé). Figure issue de la publication Röttinger et al.
(2012)

(2) Huit groupes de gènes identifiés Figure issue de la publication Abdol et al. (2017)

Fig. III.13 Rappel de l’expression spatiale et temporelle génique chez
l’embryon précoce
Issu de Röttinger et al. (2012) et Abdol et al. (2018)

Nous avons commencé par cibler les gènes endomésodermaux cibles de la βcat.
Spatialement, les gènes à cibler en priorité parmis ces gènes sont ceux du domaine

central (jaune), car c’est dans les cellules de ce domaine qu’est phosphorylée la
βcat. Au niveau des groupes temporels, les groupes intéressants à cibler semblent
être les groupes 0,4,5,7, et même 2, car les gènes de ces groupes connaisent un pic
d’expression au stade early-gastrula. Cependant, il ne faut pas négliger les gènes
du groupe 1. En effet, même si leur niveau d’expression semble s’effondrer avant
la gastrulation, on peut voir que le niveau est tout de même maintenu pendant le
stade early-gastrula. Le relarguage de la βcat par voie mécanique n’a peut-être pas
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pour rôle de déclencher l’expression de gènes, mais peut-être de la maintenir comme
cela a été observé chez la Drosophile pour le gène twist Brunet et al. (2013).

Nous avons utilisé deux méthodes complémentaires pour contrôler l’expression
génique : les RTqPCR et les ISH (cf. Part.II.1.4.1). Les expériences analysées par
RTqPCR ont été faites par Hereroa Johnston (Collaboration Eric Rottinger, IR-
CAN, Nice).

III.2.1 Résultats

III.2.1.1 Le cas Dishevelled

Dsh a été caractérisée en détail dans la publication Lee et al. (2007). L’ARNm
est uniformément présent depuis le stade zygote jusqu’au stade blastula. La pro-
téine, quant à elle, est seulement localisée autour du pronucleus dans le zygote, et
reste concentrée de manière asymétrique préférentiellement au pôle oral jusqu’au
stade blastula. Au stade early-gastrula, la protéine Dsh est encore présente à ce pôle
mais plus faiblement concentrée, et elle disparaît petit à petit lors de la gastrula-
tion. Pour expliquer la localisation asymétrique de la protéine malgré la localisation
uniforme de l’ARNm, les auteurs de la publication Lee et al. (2007) proposent un
mécanisme de dégradation de la protéine au pôle aboral, même s’ils n’excluent pas
l’autre hypothèse concurrente, à savoir la non-traduction de la protéine au pôle
aboral. Leur hypothèse est basée sur le fait que lors d’injections uniformes de ARN
de Dsh :GFP, la fluorescence (donc la présence de la protéine) n’est observée qu’au
pôle oral, donc malgré la présence uniforme de l’ARN, et que lors d’injection de
séquence non entière dARN, comme Dsh-DIX :GFP, ou d’autre ARN incomplets
de Dsh :GFP, la fluorescence est détectable dans tout l’embryon (les auteurs se ré-
fèrent à un article non publié en 2007, et je n’ai pas retrouvé de travaux confirmant
cette observation). Comme nous allons le voir, nos observations ne semblent pas
confirmer cette hypothèse.

De part son rôle essentiel dans la voie cWnt et PCP, Dsh est nécessaire au bon
développement et à la polarisation de l’embryon. En effet, lorsqu’on dégrade la pro-
téine Dsh avec le dominant-négatif Dsh-DIX (Lee et al., 2007), la stabilisation et la
nucléarisation de la βcat -déclenchant la voie cWnt- sont inhibées ainsi que le gène
endomésodermal snail-A. L’invagination a lieu mais l’archentéron ne se forme pas
correctement et semble "plein".
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Nous avons pris parti de la localisation asymétrique de la protéine Dsh au pôle
oral, pour identifier ce pôle afin de faire des compressions orientées (cf Part.III.1.2.2).
Pour cela, nous avons injecté l’ARN de Dsh :GFP qui permet de reconnaître en di-
rect le pôle oral. Bien que cela se soit révélé efficace pour les embryons WT, nous
n’avons pas pu réaliser cette expérience pour les embryons StbmMO. En effet, en
co-injectant les ARN StbmMO et Dsh :GFP, nous avons eu la surprise de découvrir
qu’au moment de la blastula, Dsh-GFP était invisible chez les StbmMO alors qu’elle
était encore présente chez les CtrlMO. Cette expérience a été reproduite quatre fois
(avec plus de trente embryons par condition) avec toujours le même résultat.

La protéine Dsh :GFP est donc absente chez les StbmMO au stade Blastula.
Elle est soit dégradée, soit non traduite.

Les RTqPCR au stade gastrula (cf. Fig.III.14) ont montré la diminution du
nombre de transcrits (au minimum 1.8 fois moins). De la même manière, soit la
transcription de l’ADN en ARN est inhibée, soit l’ARN est dégradé.

Ces observations peuvent toutes les deux s’expliquer par la dégradation de l’ARN
de Dsh lors de l’inhibition de Stbm. Néanmoins, nous ne pouvons pas rejeter le scé-
nario -moins probable car plus complexe- impliquant à la fois l’inhibition de la
transcription en ARN et la dégradation de la protéine.

Ces résultats sont surprenants. En effet, il a été rapporté que l’inhibition de Stbm
par injection de morpholinos -autrement dit l’inactivation de la voie Wnt/PCP- n’a
pas d’effet sur la nucléarisation de la βcat -voie cWnt. Ces résultats ne semblent a
priori pas en accord avec l’inhibition de Dsh par les injections de StbmMO.

Dans le même sens, il a été décrit que les embryons Dsh-DIX n’expriment pas
correctement les gènes snail-A et fz10 Lee et al. (2007), mais aussi que l’injection de
StmMO n’a pas d’impact sur l’expression de ces deux gènes d’après Kumburegama
et al. (2011).

Devant ces résultats à première vue contradictoires, nous faisons l’hypothèse que
Dsh est dégradée à un stade "tardif" de développement (pré-blastula) de manière à
ce que les cascades biochimiques de la voie cWnt, permettant la nucléarisation de
la βcat, aient eu le temps d’être activées avant la dégradation de Dsh.
Nous ne possédons malheureusement pas encore de film montrant la dynamique de
sa dégradation bien que cela nous indiquerait pourtant qu’au temps t de la dégra-
dation de Dsh chez les StbmMO, la voie cWnt est déjà activée.
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Fig. III.14 Inhibition de l’ARN et de la protéine Dsh
A gauche, les résultats des RTqPCR montrant la diminution du nombre de trans-
crits (gène de référence : GADPH). La barre d’erreur représente l’intervalle de
confiance à un σ.
A droite, les embryons sont co-injectés avec les morpholinos (CtrlMO et
StbmMO), la rhodamine, et l’ARNm de Dsh :GFP au stade zygote. Au stade
Blastula, la GFP n’est pas visible chez les StbmMO.

Il est aussi important de noter qu’il n’y a pas de consensus sur la dépendance
en βcat de snail (Röttinger et al., 2012), ce qui peut expliquer qu’il ne soit pas
sensible au blocage de l’invagination par injection de StbmMO. Nous reviendrons
sur l’expression de fz10 sous injection de StbmMO.

Des résultats plus anciens ont déjà fait état de couplages entre la voie Wnt/PCP
et la voie Wnt/βcat. Il a été rapporté qu’en dégradant la protéine Dsh en utilisant
le dominant négatif Dsh-DEP, la formation des "cellules en forme de bouteille" est
inhibée, empêchant ainsi l’invagination. En constatant en plus la co-localisation
et co-temporalisation des domaines d’expression de Dsh et de Stbm, les auteurs
(Kumburegama et al., 2011) font l’hypothèse d’un double rôle pour Dsh, à la fois
dans la voie cWnt et Wnt/PCP, comme cela a été montré chez la drosophile et les
vertébrés (Theisen et al., 1994; Darken, 2002; Park and Moon, 2002; Jessen et al.,
2002). Ils proposent une voie Stbm/Dsh régulant les constrictions apicales grâce au
contrôle du cortex d’acto-myosine, et par conséquent, l’invagination. Nos résultats
vont dans le sens de cette hypothèse, et indiquent de plus que Stbm ne serait pas
un simple activateur de la protéine Dsh mais qu’il régulerait aussi son expression
génique (en stimulant sa transcription ou en inhibant la dégradation des ARN).
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III.2.1.2 Autres gènes, cibles potentielles de p-βcat

Sur la Fig.III.15, on peut voir les gènes qui ont donné des résultats "reproduc-
tibles". Par reproductible, j’entends "qui ont montré un changement d’expression
dans le même sens pour les trois qPCR". En effet, beaucoup de gènes ont montré
des expressions fluctuantes sans tendance claire identifiable.

La barre grisée correspond à la zone de "non-significativité". Ce seuil a été utilisé
dans Röttinger et al. (2012). Toute barre qui sort de la barre grisée est considérée
comme un changement significatif.
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Fig. III.15 Résultats des 3 qPCRs réalisées sur les StbmMO par rap-
port aux CtrlMO. Gène de référence : GADPH
Ici, sont représentés les gènes qui ont montré une tendance nette et reproductible.
Au dessus du nom du gène, l’encadré représente le numéro de cluster temporel
du gène (se référer Fig.III.13) et le rond de couleur représente son domaine d’ex-
pression. Toute barre sortant de la zone grise [-1.8 ;+1.8] est considérée comme
un changement significatif.

• DuxABC

duxABC est un gène du premier "cluster" génique de Nematostella (cf. Fig.III.13),
exprimé très tôt, dès huit heures de développement à 16◦C. Il est localisé dans le
domaine central, c’est à dire qu’il est exprimé dans les cellules de la plaque pré-
endomésodermale.
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Il a été montré que le domaine d’expression de duxABC est agrandi chez les em-
bryons dont la voie cWnt a été inhibée (Röttinger et al., 2012). Pour cela, les
auteurs ont injecté des morpholinos inhibant la transcription du domaine de liaison
("binding domain") de Tcf, où la βcat se fixe afin de déclencher la transcription de
ses gènes cibles. Tcf étant seulement exprimé dans l’anneau central, les auteurs font
l’hypothèse que duxABC est exprimé dans le domaine et dans l’anneau central mais
qu’il est réprimé dans l’anneau par Tcf. Il serait donc un indicateur négatif de la
voie cWnt.

A notre tour, en réalisant des RT-qPCR au stade gastrula, nous observons
une surexpression du gène chez les embryons StbmMO par rapport aux embryons
CtrlMO (cf. Fig.III.15). Ce gène répond fortement, et de manière reproductible, à
l’inhibition des contraintes mécaniques, indiquant peut-être, comme dans la publi-
cation Röttinger et al. (2012), une répression de la voie cWnt.

Cependant, sans regarder sa localisation spatiale, nous ne pouvons savoir si le
gène est simplement surexprimé dans son domaine classique d’expression (le do-
maine central) ou si ce domaine est étendu sans que le gène soit surexprimé quanti-
tativement comme cela est le cas dans la publication Röttinger et al. (2012). Pour
répondre à cette question, il faudrait faire des ISH de DuxABC chez les embryons
StbmMO.

Néammoins, DuxABC étant relié négativement à Tcf, nous faisons l’hypothèse
que sa surexpression est liée à la diminution de la phosphorylation de la βcat.

• Frizzled 10

Comme duxABC, frizzled10 (fz10 ) appartient au premier groupe de gène (ex-
primé à partir de 10hpf à 16◦C) et est exprimé dans le domaine central. Fz10 joue
un rôle essentiel dans les voies cWnt et PCP (Huang and Klein, 2004). En effet,
cette protéine est un régulateur trans-membranaire encodant pour les ligands Wnt
extra-cellulaires, et lié à Dsh à l’intérieur de la cellule. Lorsqu’il est activé par un li-
gand Wnt, Frizzled recrute des complexes intra-cellulaires déclenchant la voie cWnt
ainsi que la voie PCP.

Dans l’article Kumburegama et al. (2011), les injections de StbmMO n’ont pas
d’influence sur l’expression spatiale de frizzled10. Cependant, la technique d’ISH
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(in situ hybridization) est une méthode non quantitative. Grâce aux RT-qPCR
quantitatives, nous observons une sous-régulation quantitative légère de ce même
gène sous injection de StbmMO. Ce résultat est très intéressant car il montre une
sous-régulation d’un composant essentiel de la voie cWnt. Sans Frizzled, la voie
Wnt ne peut pas se mettre en place. De la même manière que nous ne pouvions pas
conclure à la mécanosensibilité de la p-βcat avant d’avoir observé une restauration
mécanique, nous ne pouvons pas encore conclure sur la mécanosensibilité de fz10.
En effet, la sous-régulation de Fz10 peut être due à l’inhibition d’une voie dans
laquelle Stbm est impliquée, comme la PCP. Afin de s’assurer que l’inhibition des
contraintes mécaniques (et donc de la p-βcat) est à l’origine de la sous-régulation
de Fz10, il nous faut observer une restitution mécanique du niveau d’expression de
fz10.

• Brachyury

brachyury, est le fondateur de la famille de gènes T-box et, en tant que facteur
de transcription, la protéine est essentiel au bon développement du mésoderme chez
la souris (Chesley, 1935), le xénope (Gentsch et al., 2013) et le zebrafish (Martin
and Kimelman, 2008). Pour cette raison, il a été étudié en détail chez Nematostella
vectensis afin d’essayer de comprendre quel pouvait être son rôle chez ce diploblast,
ne possédant pas, par définition, de mésoderme (Technau, 2001; Martindale, 2004;
Servetnick et al., 2017).

brachyury (bra) joue donc un rôle homologue au gène mésodermal twist chez
la drosophile et au gène notail dont il est l’homologue chez le zebrafish (Schulte-
Merker et al., 1994). Or dans ces deux espèces, ces gènes sont mécanosensibles ; c’est
à dire que leur expression est soit déclenchée, soit maintenue par les mouvements
de gastrulation et d’épibolie (Brunet et al., 2013). Pour cette raison, brachyury a
été l’un des premiers gènes que nous avons étudié.

Chez Nematostella, bra appartient au premier groupe de gènes à être exprimé,
dès huit heures de développement à 16◦C. Jusqu’au stade blastula, il est exprimé
dans le domaine central et dans l’anneau central, mais au moment de la gastrulation,
le signal chute dans le domaine central et s’étend pour n’occuper plus que l’anneau
central Abdol et al. (2018). Ce changement de domaine est associé à une chute du
nombre de transcrits, visible sur la Fig.III.16.(A). Au moment de la gastrulation,
on peut observer une légère augmentation du niveau d’expression.

Récemment, Servetnick et al. (2017) ont utilisé CRISPR/Cas9 pour exciser bra-
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chyury et comprendre son rôle direct dans le développement de Nematostella. Dans
les embryons brachyury(-) la formation du pharynx et l’élongation échouent, et l’or-
ganisation de l’endoderme est perturbée. Pour les auteurs, ces données indiquent
que le rôle de brachyury n’est pas de spécifier le mésoderme, mais plutôt de délimiter
les frontières des différents comportements cellulaires et des feuillets embryonaires.

bra a un rôle essentiel dans la voie cWnt. En effet, en l’absence de bra, certains
gènes de la voie cWnt sont sous-régulés, qu’ils soient exprimés dans l’anneau central
(comme brachyury) ou dans d’autres domaines, comme le domaine central ou l’an-
neau externe. Mais le GRN (genetic regulatory network) montre une fois de plus sa
complexité. L’inhibition de la voie cWnt (par inhibition de tcf ) inhibe bra (Röttin-
ger et al., 2012) et l’excision de bra a un effet sur les gènes de la voie cWnt, menant
les auteurs à conclure à une boucle de régulation. Cependant bien que certains gènes
montrent des comportements similaires face aux deux perturbations (comme fgf-a1,
foxA, wnt2, wnt3 et wnt4 ), d’autres ne sont pas régulés dans le même sens (foxQ1,
tolloid, sprouty et otxA), montrant ainsi que bra est nécessaire dans la voie cWnt
mais n’agit pas seul.

Fig. III.16 Caractérisation de l’expression temporelle (A) et spatiale
(B) de Brachyury.
Image arrangée de la publication Abdol et al. (2017)

Les résultats révélés par les qPCR sont très surprenants. Au lieu de la baisse
attendue, nous observons une hausse du niveau d’expression chez les StbmMO.

Il faudrait étudier la dynamique d’expression de bra pour mieux comprendre
ce qu’il se passe réellement chez les embryons StbmMO. En effet, nous savons
juste qu’au début de la gastrulation, brachyury est surexprimé dans les embryons
StbmMO. Nous ne pouvons donc savoir si le premier pic d’expression est maintenu
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à un niveau élevé par exemple, si le second pic est plus fort, ou encore si nous avons
à faire à un scénario totalement différent.

• Wnt4

Comme nous l’avons déjà évoqué, wnt4 est lié à la voie cWnt. Il réprimé lorsque
bra est ablaté (Servetnick et al., 2017) ou lorsqueTcf est inhibé (Röttinger et al.,
2012).

Avec les qPCR, nous observons une hausse de l’expression de wnt4 chez les
embryons StbmMO. Dans le cadre de notre hypothèse, il est étonnant de constater
cette hausse. Cependant, elle semble reproductible et cohérente avec la hausse de
l’expression de bra car on a vu que wnt4 était réprimé en l’absence de bra, et donc
potentiellement sur-exprimé par une sur-expression de bra.

• Lhx1

lhx1 fait parti du premier groupe de gène, il est exprimé dès 10-12hpf dans l’an-
neau externe (même domaine d’expression spatiale que wnt4 ). Dans la publication
Röttinger et al. (2012), on peut voir qu’il est sous régulé lors de l’inhibition de Tcf,
mais n’est pas affecté par traitements AZ ou LiCl, gardant un rôle ambigüe quant
à la voie cWnt. Ainsi, nous ne pouvons pas exploiter clairement ce résultat pour
tester notre hypothèse.

III.2.2 Discussion

Ainsi, bien que nous observions des changements dans l’expression de certains
gènes endomésodermaux au stade early-gastrula sous injection de StbmMO, ces
modifications restent très difficiles à interpréter.

Les gènes wnt4, bra et dsh ne sont pas régulés dans le sens attendu selon notre
hypothèse. Cependant, comme nous l’avons vu, l’exemple de dsh nous indique qu’il
nous faudrait étudier la dynamique d’expression des gènes pour pouvoir conclure.
En effet, il semble impossible que la protéine Dsh n’ait jamais été traduite au regard
de la nucléarisation de la βcat et de l’expression non modifiée de snailA chez les
embryons StbmMO (Kumburegama et al., 2011). En effet, ces deux processus sont
inhibés sous injection d’un dominant-négatif de dsh (Lee et al., 2007).

De la même manière, conclure sur l’expression de bra semble légèrement préma-
turé. Son expression spatiale est complexe, car on observe un changement de do-
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maine entre le stade blastula et early-gastrula et ce changement spatial, associé à une
diminution quantitative de son expression, peut être régulée génétiquement et/ou
mécaniquement. Une étude récente a montré la mécanosensibilité βcat-dépendante
de bra dans des conditions peu physiologiques (après 16h de drogue inhibibant la
myosin-II et 8h de compression) (Pukhlyakova et al., 2018). Ces résultats ne sont a
priori pas en accord avec ce que nous observons, car ils témoignent d’une inhibition
de l’expression de bra sous blocage de la myosine-II. Cependant, les temps de blo-
cage ne sont pas les mêmes, et la dynamique de bra étant complexe, il est possible
que nos observations ne soient pas en contradiction avec les leurs.

Nous avons aussi mis en évidence deux gènes dont l’expression est cohérente avec
l’hypothèse d’une sous-régulation endomésodermale sous inhibition des contraintes
mécaniques : duxABC, qui est un indicateur négatif de la voie cWnt, est sur-régulé
de manière importante et reproductible et fz10, dont la protéine permet le trans-
ducteur trans-membranaire principale de la voie cWnt, est légèrement sous-régulé.
Il est très intéressant d’observer que les deux gènes répondant dans le sens de notre
hypothèse sont exprimés dans les cellules du domaine central, c’est à dire les cel-
lules de la plaque pré-endomésodermale dans lesquelles nous avons révélé l’existence
d’une concentration importante en p-βcat. Il se peut que la régulation mécanique de
la βcat soit un paramètre majeur de régulation génique dans le domaine central, et
qu’elle soit couplée de manière non triviale à d’autres paramètres dans les domaines
plus latéraux.

L’étude génétique est loin d’être terminée. Nous voulons, par exemple, tester
d’autres gènes, comme twist.
Mais surtout, pour s’assurer que les modifications de l’expression génique observées
sont bien déclenchées par la diminution des contraintes mécaniques, nous pouvons
principalement réaliser deux types d’expériences. La première serait de vérifier la
reproductibilité de ces résultats avec une drogue inhibant la constriction apicale.
Cela permettrait de réprimer les contraintes mécaniques seulement au moment de
la gastrulation, et sans modifier le réseau de régulation génétique de l’embryon.

Ensuite, pour tester la mécanosensibilité de l’expression des gènes dont l’expres-
sion est modifiée par blocage des contraintes mécaniques (soit par l’injection de
StbmMO, soit par l’utilisation d’une drogue bloquant le cortex d’actine), il faudra
appliquer une restitution mécanique comme nous l’avons fait pour les immuno-
fluorescences de la p-βcat sous injection de StbmMO en Part.III.1.2.2 (description
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des compressions en Part.II.1.3.1). Après l’observation d’une restitution mécanique
(partielle ou totale) des niveaux d’expression des gènes, nous pourrons conclure sur
la mécanosensibilité des gènes en question.
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IV.1 Résumé de la thèse

IV.1.1 Contexte et principaux résultats

La science de l’étude de l’embryon n’est pas une science récente bien qu’elle ait
beaucoup évolué ces dernières décennies. Après le bouleversement des années 80
avec la découverte des gènes maîtres de différentiation, elle connait aujourd’hui un
nouvel essor avec l’introduction du rôle moteur de la mécanique dans le développe-
ment de l’embryon (Chan et al., 2017; Gilmour et al., 2017; Merle and Farge, 2018).

Différentes voies mécanotransductionnelles ont été identifiées, dont une impli-
quée dans un évènement évolutif d’importante, l’émergence du mésoderme (Brunet
et al., 2013). Cette découverte, pionnière en la matière, est extrêmement intéres-
sante car très peu de protéines sont conservées dans ce processus si important qu’est
la gastrulation, qui permet de ségréger les feuillets germinaux (Minot, 1883; Tech-
nau, 2003; Martindale, 2004).

Nous proposons donc de dater cette voie mécanotransductionnelle induisant la
transcription de gène mésodermaux en étudiant la gastrulation chez le Cnidaire
diploblaste Nematostella vectensis. Ce choix est motivé par le fait que les Cnidaires
sont considérés comme la branche sœur des Bilatériens et que Nematostella, lors de
la gastrulation, exprime des gènes qui sont des gènes mésodermaux chez les Bilaté-
riens (Martindale, 2004). Cette anémone de mer témoigne donc de l’émergence du
mésoderme et car elle possède un tissu mi-mésodermal, mi-endodermal : l’endomé-
soderme.

Avec Nematostella, nous nous sommes confrontés à plusieurs problèmes d’ordre
techniques. Tout d’abord, cet organisme est relativement récent en tant que mo-
dèle et les outils à notre disposition pour observer en "live imaging" ne sont pas
aussi développés que dans d’autres organismes modèles, comme la drosophile par
exemple. Il a d’abord fallu adapter des techniques d’immunofluorescence utilisées
au laboratoire précédemment pour mener à bien nos expériences. L’utilisation d’un
anticorps contre la phosphorylation du site Y-654 de la βcat est une première chez
Nematostella.

Mais Nv est aussi peu stéréotypée temporellement et morphogénétiquement.
Etudier un mécanisme transitoire, et sensible (moins de 20% d’augmentation de la
p-βcat chez les Bilatériens) par immunofluorescence (donc avec des images fixes)
dans ces conditions s’est révélé extrêmement délicat. Voir émerger une caractéris-
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tique parmi une population disparate demande d’étudier un grand nombre d’em-
bryons. Pour palier à ces difficultés, nous avons utilisé l’outil informatique qui per-
met de faire des analyses précises et ce, à grande échelle. Ce travail a d’abord été
initié par Benjamin Gallois (stage de master2, que j’ai encadré avec Emmanuel
Farge), puis poursuivi en collaboration avec Florian Sarron.
Les principaux algorithmes permettent de (i) filtrer l’embryon du fond grâce à un
filtre Otsu, (ii) de distinguer les jonctions cellulaires du signal intra-cellulaire grâce
à la squelettisation réalisée avec le logiciel DisPerSe, et (iii) d’étudier ces signaux
cellule par cellule grâce à la segmentation. Toutes ces étapes ont été codées avec le
langage Python, qui est open source.
Ces algorithmes nous ont permis de révéler des processus indétectables "à la main",
comme des corrélations entre protéines, des changements de répartition spatiale de
signal, etc.

La voie mécanotransductionnelle que nous testons ici se résume de la façon sui-
vante. Soumises à de fortes contraintes lors de la gastrulation, la βcat jonctionnelle
change de conformation et ouvre un site de phosphorylation (Röper et al., 2018).
Dans le cas où le site conservé Y654 est phosphorylé, alors l’interaction entre l’E-
cadhérine et la βcat est diminuée et la βcat est relarguée dans le cytoplasme où elle
se lie à des facteur de transcription, migre dans le noyau et déclenche la transcrip-
tion de gènes mésodermaux (Brunet et al., 2013).

Il nous a donc fallu commencer par observer la phosphorylation de la βcat dans
les embryons WT de Nematostella au moment de la gastrulation. Très vite, nous
avons remis en question notre hypothèse de départ, car au lieu d’être localisé dans les
cellules les plus courbées lors de l’invagination, un pattern de p-βcat apparaît dans
les cellules du domaine central juste avant l’invagination, alors que l’embryon est en-
core sphérique et donc les cellules peu déformées. Grâce aux analyses informatiques,
nous avons pu mettre en évidence que ce motif de p-βcat coïncidait avec un motif
similaire en actine jonctionnelle et de manière plus générale, que les signaux d’actine
jonctionnelle et de p-βcat intra-cellulaire étaient corrélés linéairement. L’augmen-
tation de la p-βcat dans les cellules de la plaque pré-endomésodermale est faible
(de l’ordre de 5%), mais nous savons qu’un changement ténu peut être fonctionnel
(Brunet et al., 2013), et nous avons montré que cette augmentation dure plusieurs
heures.

Pour tester si une voie est mécaniquement induite par les mouvements mor-
phogénétiques, il est nécessaire d’observer que le blocage de ces mouvements in-
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duit l’inhibition de cette voie mais aussi que la restitution mécanique exogène des
contraintes restaure en partie ou totalement la voie.
En injectant le morpholino de Strabismus, nous pouvons bloquer la traduction des
ARN maternels de Stbm. Le rôle dans la voie PCP de cette protéine est conservée
chez les Cnidaires (Momose et al., 2012) et a été décrite comme nécessaire à la
gastrulation chez Nematostella (Kumburegama et al., 2011).

Vis à vis du mécanisme, nous sommes revenus sur notre hypothèse de départ
qui désignait les déformations cellulaires macroscopiques comme déclencheur de la
phosphorylation, pour nous intéresser au cortex d’actine. Nous avons mis en évi-
dence le rôle fondamental de ce cortex, en observant tout d’abord une corrélation
linéaire entre l’actine et la βcat puis en révélant le rôle causal de l’actine grâce aux
injections de StbmMO. Nous avons donc proposé que les contraintes mécaniques à
l’origine de la gastrulation induisent l’induction de la phosphorylation avant que les
mouvements morphogénétiques ne soient visibles. Nous avons de plus montré une
mécanosensibilité du cortex d’actine impliqué dans la constriction apicale menant
à l’invagination de l’endomésoderme.

Ce travail permet d’ors et déjà d’affirmer que la voie mécanosensible
passant par la phosphorylation Y654 de la βcat est conservée chez les
Cnidaires. Elle remonte donc à plus de 600 millions d’années.

Afin de tester l’activité mécanotransductionnelle de cette voie, nous avons réalisé
des RT-qPCR sur les StbmMO. Nous avons identifié deux gènes du domaine central
dont l’expression est modifiée, et ce, conformément à notre hypothèse : duxABC,
marqueur négatif de la voie cWnt, est sur-régulé, et fz10, marqueur positif de voie
cWnt est sous-régulé (Röttinger et al., 2012). En dehors de la zone de phosphory-
lation de la βcat, les deux autres gènes (bra et lhx1 ), dont l’expression est modifiée
par injection de StbmMO, ne répondent pas de la façon attendue, témoignant d’une
réaction non triviale du GRN (Genetic Regulatory Network).

IV.1.2 Résumé des résultats et proposition d’un modèle de la
voie mécanosensible pY654-βcat

Je résume ici les principaux résultats de cette thèse, qui nous permettent de
proposer un modèle. Par soucis de clarté, les résultats sont numérotés de 1 à 11 et
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ces numéros servent de référence pour expliquer le modèle proposé ci-après.
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1. La phosphorylation Y654 de laβcat ne coïncide pas avec les mouvements
macroscopiques de la gastrulation (Part.III.1.1.1).

2. L’actine jonctionnelle et la p-βcat intra-cellulaire sont corrélées linéairement
dans toutes les cellules de l’embryon au début de la gastrulation (Part.III.1.1.2).

3. Au début de la gastrulation, les taux de p-βcat augmentent subtilement (∼
5%) mais durablement (plusieurs heures) dans les cellules du domaine central au
moment de leur constriction apicale (Part.III.1.1.1 et Part.III.1.1.3).

4. Les injections de StbmMO permettent de réduire de moitié la proportion
d’embryons qui invaginent (Part.III.1.2.1).

5. Sous injection de StbmMO, le signal d’actine diminue de 30% en moyenne
(Part.III.1.2.1).

6. L’inhibition due la densification du réseau d’actine par injection de StbmMO
induit la diminution de la phosphorylation de la βcat de 10% en moyenne
(Part.III.1.2.1).

7. Les compressions mécaniques sur les embryons CtrlMO et StbmMO ne changent
pas significativement le phénotype de l’embryon (Part.III.1.2.2).

8. Les compressions mécaniques induisent le renforcement du cortex d’actine dans
tous les embryons (CtrlMO augmentation de 30%, StbmMO augmentation de
10%) (Part.III.1.2.2).

9. Les compressions mécaniques et/ou le renforcement du réseau d’actine restaurent
les niveaux de phosphorylation de la βcat des embryons StbmMO mais ne modifient
pas celui des CtrlMO (Part.III.1.2.2).

10. Les compressions mécaniques sur les embryons WT induisent la constriction
apicale de 20% des embryons (Part.III.1.3).

11. Les compressions mécaniques sur les embryons WT permettent d’augmenter le
signal d’actine de 30% en moyenne (Part.III.1.3).
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Strabismus, qui est déjà asymétriquement concentré au pôle oral
dans le zygote (Kumburegama et al., 2011), permet la densification du
réseau d’actine au début de la gastrulation (5). La protéine est égale-
ment nécessaire pour déclencher les mouvements morphogénétiques de
la gastrulation (4, 7+10).
Le renforcement du réseau d’actine, qui est soumis à une boucle de rétro-
action positive (8, 11), permet de concentrer et de stabiliser mécanique-
ment la phosphorylation Y654 de la βcat dans ces mêmes cellules (2+3,
6+9).

Les études génétiques en aval de cette voie restent trop préliminaires pour les
inclure dans ce modèle.

Densification 
du réseau d’actine apical

Stabilisation de la p-ßcat  
cellules du domaine central

t

Strabismus 
cellules du domaine central 

Modifications  
morphologiques  

(constriction apicale,  
invagination) Gènes endomésodermaux 

(8,11)
(5)

(2+3,6+9)

(4,7+10)

(5+11)

Fig. IV.1 Modèle proposé : La Voie pY654-βcat Mécanosensible chez
Nematostella vectensis
Les flêches bleues représentent ce que nous avons montré par ce travail de thèse.
Les numéros associés renvoient aux résultats récapitulés en page précédente.
La flêche grise en pointillé indique qu’il faudra de plus amples investigations
avant de pouvoir se prononcer sur cette implication.
La flêche bleue en pointillé signifie que nous n’avons pas définitivement prouvé
que les modifications morphologiques induites par Stbm passent par le renforce-
ment du réseau d’actine.
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IV.2 Discussion

IV.2.1 Mécanismes responsables du mouvement d’invagination.

Dans nos mains, l’injection du morpholino de Stbm permet de diviser par deux
le nombre d’embryons qui invaginent, mais n’avons pas réussi à pas bloquer tout
processus morphogénétique. En effet, la constriction apicale qui marque le début
de la gastrulation n’est pas bloquée par injection de StbmMO. Cependant, dans la
publication Kumburegama et al. (2011), le phénotype "non invaginé" est assigné à
tous les embryons dont l’archentéron est vide. Selon cette définition, la constriction
apicale est un phénotype "non invaginé" et on ne peut pas connaître la proportion
d’embryons constrictés dans leurs mains.

En nous basant sur les simulations réalisées par Tamulonis et al. (2011), trois
paramètres semblent nécessaires, et, lorsqu’ils sont bien ajustés, suffisants pour ac-
complir une invagination complète et ressemblante à celle de Nv, à partir d’une
sphère de cellules. Les deux paramètres qui permettent de déclencher le début de
l’invagination sont la constriction apicale et la perte d’adhésion basale des cellules
du domaine central. Bien qu’une simulation ne garantisse pas que le phénomène
se réalise de cette façon, nous pouvons en tirer quelques enseignements et faire
quelques hypothèses.

Tout d’abord, dans la simulation, diminuer seulement la constriction apicale
n’aboutit au blocage de la gastrulation qu’après un certain seuil, et encore, l’em-
bryon conserve une invagination résiduelle induite par la diminution de l’adhésion
basale des cellules du domaine central (cf.Fig.III.9). En dessous de ce seuil, l’em-
bryon peut gastruler, quasi-normalement. Cela pourrait expliquer les grandes diffi-
cultés que nous avons eu à bloquer la gastrulation et à trouver la concentration et le
volume adéquat à injecter. Car trop augmenter les doses nuit au bon développement
de l’embryon et la balance entre efficacité et non perturbation du développement
est difficile à trouver et, malheureusement, à reproduire.
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Figure 4 The effect of NvStbm knockdown on endoderm specification and primary invagination in Nematostella embryos. (A) Control-
MO injected gastrula at 12 to 14 hpf. (B) NvStbm-MO injected embryo at 12-14 hpf. Embryos are stained with phalloidin (green) and propidium
iodide (red). (C, D, E, F) Embryos co-injected with Nvß-catenin::RFP RNA and with either Cont-MO or NvStbm-MO. (C) In embryos injected with
the Cont-MO, initially Nvß-catenin::RFP is expressed in all blastomeres as previously shown. (D) By the blastula stage Nvß-catenin::RFP is stabilized
in animal-half derived blastomeres and enters the nuclei in these cells. Similar expression dynamics are seen in NvStbm-MO and Nvß-catenin::RFP
RNA injected embryos at the early cleavage stage (E) and blastula stage (F), indicating that knockdown of NvStbm does not affect Wnt/ß-catenin
signaling. (G-L) Analysis of gene expression in Control- and NvStbm-MO injected embryos. Similar to Cont-MO injected embryos that express
NvSnail (G) and NvFz10 (I) in the endoderm, NvStbm-MO injected embryos also express NvSnail (H) and NvFz10 (J) but show no signs of
archenteron invagination. NvFz5 expression in Cont-MO (K) and NvStbm-MO (L) injected embryos. (M) Quantification of the gastrulation
phenotype in embryos using confocal microscopy shows that in contrast to Uninjected- (94.6%, n = 37) and Control-MO injected (96.8%, n = 31)
embryos which gastrulated normally, very few NvStbm-MO injected embryos displayed an archenteron (9%, n = 66).

Kumburegama et al. EvoDevo 2011, 2:2
http://www.evodevojournal.com/content/2/1/2
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which allows for spatial mapping of the viscoelastic properties of
biological materials (55–58). The Brillouin microscope probes
the sample pixel per pixel with a single-frequency laser and mea-
sures the gigahertz scale (<0.0001-nm wavelength) spectral modi-
fication of the scattered light. Spectrally shifted light is the result of
inherent collective thermal density fluctuations within the sample,
which can be used to calculate the viscoelasticity of the cell.
Our measurements show that the blastopore lip cells appear

significantly “stiffer” than the plate cells or cells on the aboral
side of the embryo (the elastic modulus in the former is larger
than in the latter by on average more than 10%) (Fig. S4 J and
K). Remarkably, cells of the ML-7–treated embryos were sig-
nificantly softer than cells of the wild-type embryos and blasto-
pore lip cells displayed a similar stiffness as the other parts of the
embryo (Fig. 4 E–I). Our data suggest that contractility and

increased longitudinal compressibility (stiffness) of the blastopore
lip cells is crucial for the force generation, which drives invagination
movements and facilitates mechanosensitive gene expression.

Discussion
Our results show that in Nematostella, brachyury expression can
be induced by β-catenin–dependent mechanotransduction of
physical forces. We speculate that during normal development,
the gastrulation movements generate the physical forces acting
on blastopore lip cells. We propose that mechanical and genetic
regulation of gene expression form a feedback loop that robustly
enforces brachyury expression: early maternal activation of in-
tracellular components of Wnt/β-catenin at the oral pole activate
the expression of Wnt ligands in the preendodermal plate at the
blastula stage (Fig. 4I). Through negative feedback loops, these
Wnt genes become expressed as a ring surrounding the preen-
dodermal plate, where they initiate brachyury expression at the
margin of the blastopore and endoderm in the plate. The con-
tractility of the blastopore lip cells lead to a local higher stiffness.
This mechanical stress is then transduced in a β-catenin–dependent
manner to enforce brachyury expression and other targets of
β-catenin in the blastopore lip. Due to the high concentrations of
β-catenin at the oral pole, this region is particularly competent to
respond to mechanical stress, preventing that undirected physical
forces could ectopically activate brachyury expression. However, upon
prolonged physical stress, brachyury can be induced ectopically as
well. The contraction of the blastopore lip cells at the basal side
then bends the lip inward and pushes the plate into the blastocoel.
Because β-catenin–dependent mechanotransduction and acti-

vation of brachyury is also found in other Bilateria (16), these
findings imply that this mechanism of gene regulation and the
feedback between genetic and mechanical gene activation might
be an ancient feature of animal development, at least predating
the cnidarian–bilaterian split over 600 Mya (23, 24).

Materials and Methods
Animals and Embryo Culturing. Animals were kept in the dark at 18 °C.
Spawning and embryo collection were performed as described (59, 60). Work
with genetically modified organisms (GMO) of safety level 1 at the De-
partment of Molecular Evolution and Development, University of Vienna, was
approved by the Ministery of Economy and Sciences (BMWfW) of Austria.

Live Imaging. Transgenic animals expressing lifeact-mOrange2 under control
of the ubiquitous EF1α promoter were generated. Fully transgenic F1 animals
were spawned as described (59, 60). Transgenic embryos were embedded in
1% low-melting point agarose (V3841, Promega) and imaged in Nem-
atostella medium (NM) with a HCX ApoL40X/0.8W objective using a Leica
TCS SP5X confocal microscope. Time stamps were added to the movies using
ImageJ software Time Stamper plugin (NIH).

Morpholino Injection. β-Catenin knockdown was performed by zygote
injection of previously characterized translation blocking β-cat–MO: 5′
TTCTTCGACTTTAAATCCAACTTCA (53) at a concentration of 500 μM.

Inhibitor Treatment. Prior treatment embryos were kept at 17 °C. For the
inhibition of cellular contractility and cellular mechanical tensions within the
embryo, ML-7, a selective MLCK inhibitor, was used (Calbiochem, Merk
Millipore). All treatments were carried out at 22 °C. At 16 hpf, precisely
staged spherical blastulae were selected and treated with 10 μM ML-7/1%
DMSO in NM until 28 hpf. Control embryos were treated with 1% DMSO in
NM. At least 100 embryos were selected for each treatment, including the
experiments with embryo compression. At 28 hpf, embryos were processed
for the fixation as described below. To confirm reversibility of ML-7 treat-
ment, at 28 hpf, ML-7–treated embryos were washed 5 × 5 min in NM and
left to develop in NM until 42 hpf.

Uniaxial Global Embryo Compression. To restore mechanical strains in ML-7–
inhibited embryos, we applied uniaxial global embryo compression to the
embryos. For this purpose, we placed exactly 100 embryos on a Petri plate
lined with 1.1% low-melting point agarose/10 μM ML-7/NM) in the 10 μM
ML-7/1% DMSO/NM solution. Microscopic coverslip size 24 × 50 mm, m = 0.43 g

Fig. 4. Effects of ML-7 treatment on blastopore lip cell morphology and
stiffness. (A and B) Oral view of the preendodermal plate and surrounding
blastopore lip without (A) and with ML-7 (B) treatment, phalloidin staining.
A few blastopore lip cells are outlined to emphasize the cell shape. (C)
Differences between cell indexes of blastopore lip cells under DMSO and ML-
7 treatment is not significant, paired two-tailed Student’s t test (P > 0.1). (D
and E) Sagittal view of the preendodermal plate and blastopore lip without
(D) and with ML-7 (E) treatment. Blastopore lip cells are outlined. Arrows
indicate the basal constriction of the blastopore lip cells in a control embryo,
phalloidin staining. (Scale bar, 50 μm.) (F and G) Representative maps of the
Brillouin frequency shift ωB (proportional to the square root of the longi-
tudinal storage modulus) in the vicinity of the blastopore lip without (F) and
with (G) inhibitor treatment, showing a decrease in stiffness in the treated
samples. Regions of high-frequency shift (stiffness) are colored red. Arrow-
heads mark the blastopore lip region. (H) Frequency shift ωB (which is pro-
portional to the square root of the elastic modulus) in embryos with and
without inhibitor. The untreated embryos show an increased frequency shift
on average and broader distribution of values relative to the treated ones.
(I) Proposed positive feedback model of regulating gene expression and cell-
shape changes with inherent mechanical stress.
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Fig. IV.2 Difficulté de blocage des mouvements morphogénétiques de
la gastrulation
Sur deux des trois images montrant clairement l’embryon injecté avec StbmMO,
au stade gastrula, on peut distinguer les changements cellulaires caractéristiques
du début de la gastrulation (domaine oral entouré en rouge). Dans l’embryon
du milieu (NvFz10), on distingue des cellules dont l’axe apico-basal converge
fortement vers le centre du pôle oral, laissant penser à une constriction apicale.
Dans les deux embryons de droite (NvFz10 et NvFz5), le blastocèle a légèrement
changé de forme en s’aplatissant oralement (cercle noir pointillé). Enfin, sur
l’embryon de droite (NvFz5), on peut voir à la fois l’épaississement de la plaque
pré-endomésodermale et le bourgeonnement apical des mêmes cellules indiquant
une compression forte (flêche rouge) et probablement une constriction apicale. Il
est intéressant de noter qu’on ne retrouve pas ces caractéristiques sur le premier
embryon (NvSnail) mais aussi qu’il semble très abîmé.
L’image en immunofluorescence montre le pôle oral d’un embryon sous ML-7
(inhibiteur de myosine). Cette drogue ne bloque pas la formation des cellules
bouteilles.
Images adaptées de Kumburegama et al. (2011) et Pukhlyakova et al. (2018).



120 Chapitre IV. Conclusion

Ensuite, même en ayant injecté la bonne dose de morpholino, nous ne bloquons
pas totalement les mouvements morphogénétiques du tout début de la gastrulation.
Cela peut être dû au fait qu’on ne bloque pas totalement la constriction apicale ou
alors qu’on ne bloque pas la perte d’adhésion basale des cellules du domaine central,
comme dans la simulation. Si cette adhésion est diminuée, les cellules peuvent alors
minimiser leur énergie corticale en adoptant la forme de bouteille (bottle shape),
où le côté apical de la cellules est étroit alors que le côté basal peut s’étendre. Nous
avons montré que le cortex d’actine répond positivement aux contraintes méca-
niques car les compressions induisent le renforcement du cortex quelque soit le type
et la condition de l’embryon (CtrlMO et StbmMO, "blastulas-like", constrictés et
invaginés). Il est donc possible que la formation des cellules en forme de bouteille
induise mécaniquement le renforment du cortex d’actine et déclenche de manière
mécanique la constriction apicale qui n’avait pas été déclenchée par inhibition de
Stbm.

Nous ne pouvons pas exclure l’hypothèse selon laquelle Stbm est lié à une autre
voie, mécanosensible, qui permet d’initier la constriction apicale. Par exemple, si
Stbm est impliqué dans la perte d’adhésion basale des cellules du domaine central,
alors on peut expliquer que les compressions sur les embryons StbmMO ne changent
pas le phénotype car les cellules restent liées malgré un renforcement mécanique-
ment induit du cortex d’actine, tandis que les compressions sur les WT induisent
une augmentation de la constriction. Dans les WT, l’adhésion basale des cellules,
déjà diminuée par Stbm, pourrait être encore plus affaiblie par les compressions,
ce qui aurait pour effet d’accélérer la formation des "cellules bouteilles". Lorsque
l’adhésion basale est diminuée, ces cellules sont pincées mécaniquement sur le côté
apical par les tissus environnant, ce qui pourrait induire dans une boucle positive
de rétro-action mécanique induisant le renforcement apical du cortex d’actine et la
constriction.

Les auteurs de la publication Pukhlyakova et al. (2018) font une autre hypo-
thèse : en observant que la formation des cellules bouteilles n’est pas inhibée par
ML-7, ils postulent que la constriction apicale ne requiert pas l’action de la myosine-
II. Cependant, il est important de noter que la formation de cellules bouteilles est
principalement déclenchée par la perte d’adhésion basale des cellules et moins par
leur constriction apicale chez Nematostella (Magie et al., 2007; Tamulonis et al.,
2011). Il semblerait donc plus probable que ces résultats suggèrent seulement que la
myosine-II n’est pas impliquée dans la diminution de l’adhésion basale des cellules
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du blastopore.

Quoiqu’il en soit, en injectant StbmMO ou en bloquant la myosine-II, il semble
très difficile d’inhiber totalement tout mouvement morphogénétique de la gastru-
lation. Cela a participé à rendre les résultats de cette thèse délicats et longs à
obtenir. Tout d’abord, nous avons fait un long travail d’optimisation (d’un an envi-
ron) pour essayer d’être dans les meilleures conditions pour bloquer les mouvements
morphogénétiques par injection de StbmMO, sans jamais atteindre l’inhibition de
90% décrite dans Kumburegama et al. (2011) avant de remettre en question ces
résultats. Nos proportions d’embryons non-invaginés, constrictés, et invaginés, ont
finalement été confirmées par l’équipe de Eric Röttinger, et nous nous sommes donc
résolu au fait que, par cette méthode, nous ne pourrions pas atteindre un blocage
plus efficace de la gastrulation.

Nous ne faisons pas face à une inhibition "on/off", qui aurait été plus facile à
analyser. Nous avons dû diviser en trois groupes phénotypiques chacune des condi-
tions alors même que la pauvre reproductibilité du développement de Nv nous
imposait d’analyser beaucoup d’embryons. Beaucoup d’injections aussi ont été soit
inefficaces, soit trop perturbatrices (entrainant la mort embryonnaire), pour être
analysées.

Les résultats présentés en Part.III.1.2 ont donc requis trois ans, entre l’optimi-
sation des injections, et la réalisation des manipulations, et l’analyse en aval.

IV.2.2 Déclenchement mécanosensible d’une voie de transcrip-
tion

Bien que nous ayons montré que la voie mécanosensible déclenchant la phos-
phorylation Y654 de la βcat était conservée chez l’ancêtre des Cnidaires et des
Bilatériens, nous n’avons pas clairement mis en évidence son rôle. En effet, il reste
encore beaucoup de travail à faire sur les gènes en aval de cette voie pour com-
prendre comment agit la p-βcat.

Il faut confirmer la mécanosensibilité des gènes dont l’expression est modifiée
par injection de StbmMO (wnt4, fz10, dsh, lhx1 et bra).

Tout d’abord, nous pouvons utiliser un inhibiteur des contractions de l’actine,
pour vérifier si nous observons les mêmes modifications d’expression génique. Si tel
est le cas, il est peu probable que la cause de ces modifications soit l’inhibition
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de la cascade biochimique en aval de stbm, mais plutôt l’inhibition de la cascade
mécanique induite par les contraintes crées par stbm.

Ensuite, il nous faudra tester l’importance de l’induction mécanique de la phos-
phorylation Y654 de la βcat dans la transcription génique. Dans ce but, nous
sommes en train de tester des drogues inhibant la phosphorylation Y654 de la
βcat.

Enfin, il nous faudra appliquer des contraintes mécaniques physiologiques sur les
embryons inhibés, pour tester l’activation mécanique de la p-βcat et de l’expression
génique.

Ces expériences sont primordiales car le rôle de Stbm est ambigu. Nous obser-
vons la diminution du nombre de transcrits Fz10 et Dsh. Les deux protéines faisant
parti de la voie PCP et de la voie cWnt, nous pouvons imaginer un mécanisme de
régulation lié à Stbm, mais l’inhibition de l’expression des gènes est plus surpre-
nante. A notre connaissance, ce résultat n’a jamais été observé auparavant.

Comme nous l’avons vu, il semble très peu probable que sous injection de
StbmMO, l’ARN de Dsh n’ait jamais été traduite en protéine au cours du dé-
veloppement, car la nucléarisation de la βcat et l’expression de snailA ne sont pas
inhibées sous injection de StbmMO alors qu’elles le sont par la sur-expression de
dominant négatif de Dsh (Kumburegama et al., 2011). Afin de mieux comprendre
les intéractions Stbm/Dsh, nous pourrions caractériser la disparition de Dsh, en
prenant un film (timeline) de l’embryon après la co-injection de Dsh-GFP et de
StbmMO.

Nous avons mis en lumière deux gènes probablement mécanosensibles exprimés
dans le domaine central donc dans les cellules de la plaque pré-endomésodermale
qui constrictent et s’invaginent dans le blastocèle. Ces deux gènes vont dans le sens
de notre hypothèse : duxABC, qui est un marqueur négatif de la voie cWnt, est
sur-régulé et fz10, qui joue un rôle essentiel dans la voie cWnt est sous-régulé. Ces
résultats sont très positifs et nous invitent à poursuivre nos investigations. Nous de-
vons absolument tester leur mécanosensibilité par une restauration des contraintes
mécaniques.
Les deux autres gènes identifiés répondent de manière plus difficile à analyser. L’ex-
pression WT de bra est complexe avec un changement de domaine spatial au même
moment que la transition blastula-invagination. Bloquer cette transition mécani-
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quement bloque peut-être aussi la relocalisation de bra et son inhibition dans le
domaine central, ce qui pourrait expliquer sa sur-expression. Ce ne sont que des
hypothèses qu’il sera nécessaire de tester par ISH. Mais la mécanosensibilité de
bra a été récemment reportée (Pukhlyakova et al., 2018) ce qui nous laisse assez
confiant quant à notre hypothèse. De manière cohérente, bra est lié à wnt4 qui est
lui aussi sur-régulé sous injection de StbmMO. Ces changements non triviaux sur-
viennent chez des gènes exprimés en dehors de la plaque pré-endomésodermale et
la sur-expression de bra domine probablement sur l’expression de wnt4 par rapport
à l’inhibition de la βcat dans le domaine central.

IV.3 Conclusion

L’émergence du mésoderme est une transition extrêmement importante d’un
point de vue évolutif. La grande majorité des Metazoa (animaux) connus sont tri-
ploblastes (30 plylum sur 36) (Technau, 2003). L’apparition du mésoderme est liée
à l’émergence d’une symétrie bilatérale, et à une vaste diversification du règne ani-
mal.

La gastrulation, qui permet la ségrégation de l’endoderme et du mésoderme
intérieurs de l’ectoderme extérieur est un phénomène qui varie énormément d’un
phylum à l’autre, avec des processus aussi variés que l’invagination, l’immigration
cellulaire, la délamination etc. Si les modes de gastrulation sont peu conservés (indi-
quant une faible pression évolutive), le rôle de la βcaténine dans la différenciation du
mésoderme a été montré chez de nombreuses espèces (Leptin, 1991; Schohl and Fa-
gotto, 2003; Jessen et al., 2002; Wikramanayake et al., 2003). Elle permet d’activer
la transcription de marqueurs mésodermaux comme twist ou brachyury. Cependant,
encore une fois, aucun signal biochimique susceptible d’activer cette protéine qui
soit commun à tous les Bilatériens n’a été mis en évidence jusqu’ici.
Suite aux travaux précédents réalisés au laboratoire sur les Bilatériens (Brunet
et al., 2013), nous proposons une voie mécanosensible à l’origine du mésoderme.
En effet, les contraintes de la gastrulation, quelque soit son mode, sont conservées
et pourraient servir de signal induisant la translocation nucléaire de la βcat. Lors
de la gastrulation, les cellules sont soumises à de fortes tensions qui induisent, sous
l’action de Src-family-kinase, la phosphorylation Y654 de la βcat des jonctions cel-
lulaires (Röper et al., 2018). Son interaction avec l’E-cadérine est diminuée est elle
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est relarguée dans le cytoplasme puis transloque dans le noyau, où, en tant que
co-facteur de transcription, elle active l’expression des gènes mésodermaux.

Ce mécanisme, pour lequel nous avons de plus en plus de preuves, notamment
grâce à cette thèse, expliquerait brillamment qu’aucune voie biochimique conservée
en amont de l’activation de la βcat induisant la spécification du mésoderme n’ait
été identifiée.

De plus, la mécanosensibilité de la βcat a été récemment découverte dans plu-
sieurs processus physiologiques, pas seulement liés au développement embryonnaire.
Par exemple, l’activation mécanique de la βcat est impliquée dans l’inhibition de
l’adipogenèse (Sen et al., 2008; Ekelund et al., 2011), ou dans la tumorigenèse
(Fernández-Sánchez et al., 2015). En effet, la pression exercée par la croissance
d’une tumeur chez la souris active dans les tissus sains avoisinants les programmes
de développement tumoraux par phosphorylation Y654 de la βcat. Cela peut être
expliquer par la ré-activation des voies mécanosensibles du développement embryon-
naire, qui est un processus favorisant l’apparition et le l’évolution des cancers (Shang
et al., 2017).
L’identification de la voie mécanosensible pY654-βcat chez un Diploblaste est donc
une découverte essentielle, que nous pouvons dater à plus de 600 millions d’années.
Comme nous l’avons identifiée dans l’endomésoderme d’un Cnidaire, il est possible
que cette voie soit encore plus ancienne, et liée à l’émergence même d’une cavité
gastrique. La mécanosensibilité de la βcat aurait peut-être déclenché la spécialisa-
tion des cellules de la cavité intérieure dans l’Urmetazoa lors de l’internalisation des
tissus (ancêtre commun de tous les Métazoaires) (Fernandez-Sanchez et al., 2015).

Quoiqu’il en soit, la mécanosensibilité de la βcat semble être un processus géné-
rique, conservé, et présent chez l’humain. Cela en fait un sujet d’étude de première
importance dans les recherches à venir.
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Liste des abréviations

ADN Acide désoxyribonucléique
ARN Acide ribonucléique
ARNm Acide ribonucléique messager
ADT Adénosine diphosphate
ATP Adénosine triphosphate
AZ Azakenpaullone, C15H10BrN3O, inhibiteur de la protéine GSK3

βcat βcaténine
BCIP 5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate p-toluidine salt
bra Brachyury

C&E Convergence extension
CBA Cnidarian Bilaterian Ancestor
ctrl Contrôle
cWnt La voie Wnt canonique

DIG Digoxigenin
dsh Disheveled
Dsh-DIX Construction de la protéine Dishevelled dont le domaine DIX est

supprimé (inhibition de la voie cWnt)
Dsh-DEP Construction de la protéine Dishevelled dont le domaine DEP est

supprimé (inhibition de la voie PCP et Wnt/Ca2+)
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E-cad E-cadhérine

evo-devo Evolutionary Developmental biology / Biologie évolutive du déve-
loppement

FRET Förster Resonance Energy Transfer

fz10 Frizzled10

GFP Green Fluorescent Protein / protéine fluorescente verte

GRN Genetic Regulatory Network / Réseau de régulation génique

GSK3 Glycogen synthase kinase 3

ISH In situ hybridisation / hybridation in situ

LiCl Chlorure de lithium,..

ML-7 hydrochloride, myosin light chain inhibitor, C15H17IN2O2S.HCl

MO Morpholino

Myo-II myosine II

NBT Nitro-blue tetrazolium chloride

ntl Notail

Nv Nematostella vectensis

p-βcat βcaténine phosphorylée sur le site Y654

PCP Planar Cell Polarity pathway / la voie Polarité Planaire Cellulaire

PDMS Polydimethylsiloxane

PFA Paraformaldéhyde

RT-qPCR Retro-Transcriptase quantitative Polymerase Chain Reaction

stbm Strabismus
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twt Twist

WT Wild type / Souche sauvage

Y-27632 Dihydrochloride, p160ROCK inhibitor, C14H21N3O.2HCl

Y654 Tyrosine 654
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Trans-scale mechanotransductive cascade of
biochemical and biomechanical patterning in embryonic
development: the light side of the force
Tatiana Merle and Emmanuel Farge

Embryonic development is made of complex tissue shape

changes and cell differentiation tissue patterning. Both types of

morphogenetic processes, respectively biomechanical and

biochemical in nature, were historically long considered as

disconnected. Evidences of the biochemical patterning control

of morphogenesis accumulated during the last 3 decades.

Recently, new data revealed reversal mechanotransductive

feedback demonstrating the strong coupling between

embryonic biomechanical and biochemical patterning. Here we

will review the findings of the emerging field of

mechanotransduction in animal developmental biology and its

most recent advancements. We will see how such

mechanotransductive cascade of biochemical and mechanical

patterning events ensures trans-scale direct cues of co-

regulation of the microscopic biomolecular activities with the

macroscopic morphological patterning. Mechanotransduction

regulates many aspects of embryonic development including

efficient collective cell behaviour, distant tissues

morphogenesis coordination, and the robust coordination of

tissue shape morphogenesis with differentiation.
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Introduction
Embryogenesis consists of the development of bio-

mechanical morphology of tissues and biochemical cell

differentiation patterns. In the developing embryo, the

biomechanical and biochemical patterning were long

considered as disconnected. The first was initially

thought to be exclusively regulated by Newton’s laws

of Physics, with tissue growth as a major driving force [1],

while the second was subsequently thought to be merely

induced by the biochemical cascade based on the inter-

actions between the biomolecules produced by the

genome [2,3].

The biochemical regulation of embryonic mechanical

patterning by the expression of master differentiation

genes was discovered in the 90’s, such as mesoderm

invagination controlled by the expression of the genes

twist and snail in Drosophila melanogaster embryos [4]. In

addition, the antero-posterior patterning genes bicoid,
nanos and torso-like are required for convergence-exten-

sion movements (C&E) at the onset of Drosophila
embryo gastrulation [5]. Similarly, Xwnt-5a was sug-

gested to be involved in C&E movements in Xenopus

embryos [6] and silberblick/wnt11 and wnt5 were found to

be necessary for proper C&E movements in zebrafish

embryos [7].

The underlying molecular mechanisms downstream of

this regulation are based on a genetic regulation of

anisotropies in the intracellular concentration of a molec-

ular motor: Myosin-II (Myo-II) [8]. For instance, the

Twist and Snail proteins were found to be required for

the medio-apical accumulation of Myo-II in Drosophila
embryos. This acto-myosin meshwork constricts meso-

derm cell apexes resulting in an apical shrinkage that

triggers the mesoderm epithelium invagination [9].

These findings interestingly showed that embryo mor-

phogenesis, that obeys the laws of Newtonian Physics, is

the product of the physical conditions and of the bio-

chemical patterns, that both introduce at a given devel-

opmental stage the internal forces that will determine the

next stage.

Inversely, it has been shown in the 2000s that biochemical

developmental patterns at a given stage can also be the

product of the biomechanical patterns of the precedent

stage through mechanotransduction processes. This

introduces at given developmental stages, new biochem-

ical signal inputs of mechanical origin. For instance, in

gastrulating Drosophila embryos, mechanical strains

developed by C&E induce beta-catenin (b-cat) signalling

activation. This activation leads to Twist expression in

the anterior endoderm, and is vitally involved in func-

tional anterior mid-gut cell differentiation at larvae stage
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[10,11]. Similarly, during bone development in mouse

embryos, sox9 is expressed downstream of b-cat mechan-

ical activation in response to muscle spontaneous activity

to prevent bone differentiation in joints [12].

Here we will review the findings and most recent

advances in the field reporting the existence of such

mechanotransductive cues in animal embryonic develop-

ment in vivo. We will focus on the mechanotransductive

trigger of active morphogenetic biomechanical pattern-

ing, and on cell biochemical differentiation and specifi-

cation patterning. We will describe the physiological

functions of such coupling between the developmental

biochemical patterning cascade and biomechanical shape

development. Based on this trans-scale deterministic co-

regulation of molecular activities with macroscopic prop-

erties, we will present how long-range rapid mechano-

transductive cell–cell interactions generate either collec-

tive cell behaviour or embryonic morphogenetic

movement coordination. We will additionally discuss

how it engenders robust coordination between biochemi-

cal and biomechanical morphogenesis during embryonic

development.

The mechanical trigger of Myo-II dependent
active biomechanical morphogenesis
Myo-II protein is the molecular motor driving forces in

embryonic active morphogenetic movements. Its

mechanosensitive behaviour was initially found in cell

culture [13]. In vivo, a simple micro-pipet aspiration of

Drosophila embryos ectoderm increases the junctional

concentration of Myo-II, suggesting a re-enforcement

of junctions. Myo-II concentration also increases in ecto-

derm tissue in response to the C&E morphogenetic

movements of gastrulation in Drosophila embryos [14].

In addition to re-enforcing tissue resistance to deforma-

tion, tension also stabilizes Myo-II at the purse-string

caused by a wound during Drosophila embryogenesis [15].

The purse string tension increases and generates the

wound closure.

The generalisation of such mechanically induced re-

enforcement of junctions and of tissue integrity in

response to embryonic morphogenetic movements was

recently observed in early zebrafish embryos. In mutants

with central domain-defective a-catenin, a domain

known to be mechanosensitive in cell culture, the

mechanical strains due to gastrulation led to C&E and

embryo elongation defects [16�] (Figure 1A). In cell
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(A) Defect of embryonic convergent-extension morphogenesis

development during late epiboly somitogenesis, in the ctnna1

E-a-catenin mutant rescued with the E-a-catenin DVBS lacking the

mechanosensitive Vinculin binding site, compared to rescued with the

wild-type E-a-catenin. (B-a) Quantitative mimicking of soft Sna-

dependent apex pulsations in sna-defective embryos lacking

pulsations (here sna RNAi, as well as sna and halo sna mutants –not

shown) by magnetic forces generated with pulsatile micro-magnets on

the order of the cell size applied on the mesoderm cells injected with

ultra-magnetic liposomes, in vivo, (b) rescues the apical accumulation

of Myo-II and of the mesoderm invagination from sna-defective

embryos lacking apical stabilisation of Myo-II and mesoderm

invagination (ventral views).

Current Opinion in Cell Biology 2018, 55:111–118 www.sciencedirect.com



culture, such domains mechanically open to effectors

such as Vinculin leading to the active re-enforcement

of adherens junctions [17]. A similar molecular process

was thus proposed to be at work to ensure normal C&E

morphogenesis in response to the strains generated by the

earliest embryonic morphogenetic movements [16�]. A

mechanosensitive maintenance of adherens junctions has

also been demonstrated to preserve tissue integrity dur-

ing Drosophila mesoderm invagination and during C-ele-
gans embryo morphogenesis [18,19]. Interestingly, the

Yap/Taz mechanosensitive signalling pathway [20] has

also been found to be required for the maintenance of the

overall shape of the zebrafish embryo. In this case, the

Rho GTPase activating protein ARHGAP18 preserves

the embryonic tissue stiffness against gravity-induced

deformations in a Yap/Taz dependent process [21].

Yet, Myo-II mechanosensitivity is not only involved in

the tissue resistance to endogenous morphogenetic move-

ments. It also triggers morphogenetic movements in

response to the mechanical strains developed by the

morphogenetic movements of the precedent stage.

Indeed, the Fog-dependent medio-apical accumulation

of Myo-II — that leads to the epithelial mesodermal cells

apex constrictions and to mesoderm invagination in Dro-
sophila embryos — has been found to be mechanotrans-

ductively induced by the Snail-dependent cell apex pul-

sations that just precede.

First indicated by mechanical perturbations through

indenting the embryo [22], this was demonstrated by

the quantitative rescue of sna-dependent pulsations in

snail mutants. A network of pulsating micromagnets was

applied to snail mutant embryos injected with magnetic

liposomes [23�]. Such physiological mechanical rescue, of

pure physical origin, quantitatively mimicked the Snail-

dependent mechanical strains, and Fog-dependently res-

cued both the medio-apical accumulation of Myo-II and

mesoderm invagination (Figure 1B).

As an underlying molecular mechanism, the sna-depen-
dent apex pulsations were found to mechanically inhibit

Fog endocytosis and to enhance Fog exocytosis, presum-

ably by membrane flattening and tension increase,

thereby triggering the Rho downstream pathway leading

to medio-apical accumulation of Myo-II [22]. Interest-

ingly, the existence of a defect of endocytosis in the

mesoderm versus the ectoderm was recently corroborated

in early gastrulating Drosophila embryos [24].

In addition to mechanotransductive cues, the shape of the

embryo was found to determine the shape of the actomy-

osin meshwork [25].

Furthermore, the mechanical strains developed by meso-

derm invagination stretches the posterior pole of the

embryo, in which Fog is also expressed. As a

consequence, this leads to the Fog-dependent mechan-

otransductive activation of apical Myo-II accumulation

and to the initiation of the posterior endoderm invagina-

tion [23�]. This process, in turn, mechanically participates

in the morphogenetic movement of C&E by antero-

posterior cell elongation [26,27]. And this C&E morpho-

genetic movement also positively feedbacks into apical

Myo-II accumulation in the posterior endoderm and

robustly participate together with mesoderm invagination

in the initiation of the posterior endoderm invagination

[23�]. Thus, the mechanosensitive behaviour of Myo-II is

at the node of an active self-induced biomechanical

cascade of morphogenetic movements. Mechanotrans-

ductive feedback processes are also involved in organo-

genesis. The mechanical strains developed by contractile

apoptotic cells were found to enhance junctional apico-

basal Myo-II concentration in neighbouring cells, thereby

leading to tissue folding in Drosophila leg joint formation

[28]. Cells can also stock geometrical surrounding infor-

mation via biochemical cues to control their own geomet-

rical properties. In the Drosophila pupal epithelium,

through the recruitment of Mud proteins, tricellular junc-

tions (TCJs) orient cell division via the astral microtu-

bules by pulling on the mitotic spindle [29��]. Mechan-

otransduction is also involved in plant development.

Meristem shaping and coordinated cell growth are regu-

lated by mechano-sensitive microtubule reorganisation

via Katanin [30,31].

An active biomechanical patterning cascade is thus at

work during embryonic development, adding to the well-

known biochemical inductive cascade of patterning gene

expression.

Moreover, as we will see, the mechanical strains devel-

oped by the biomechanical cascade can also participate, in

turn, to determine the biochemical patterning cascade.

The mechanical regulation of biochemical
patterning
Myo-II is by far not the only biomolecule whose behav-

iour is mechanosensitive. Transcription or co-transcrip-

tion factor activation can also be strain dependent. For

instance, the transcription factor NF-KB translocates into

the nucleus in response to mechanical deformation in

endothelial cells in culture leading to PDGF growth

factor expression [32]. In zebrafish, laminar shear stress

generated by blood flow induces Yap nuclear transloca-

tion. This transcription factor then stimulates endothelial

cell division and contributes to vessel maintenance [33].

And Smad1 is one of the first transcription factors shown

to be mechanotransductively involved in cell differentia-

tion by triggering myoblast-osteoblast transdifferentia-

tion [34].

In vivo, the b-cat protein is responsible for the mechanical

induction of the twist mesodermal gene expression in the
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early drosophila ectoderm submitted to external uni-axial

global deformation [10]. The mechanosensitivity of b-cat
was found to vitally trigger the mechanical induction of

Twist expression in the anterior endoderm. b-Cat acti-

vates the downstream differentiation of the anterior mid-

gut following its mechanically induced partial release

from the cell junctions and its transfer from the cytoplasm

to the nucleus in response to C&E compression during

gastrulation. To perturb mechanical strains in epithelium

and inhibit the anterior endoderm compression within the

wild-type genetic background (WT), compressing tissues

were ablated with a two photons laser. To rescue physio-

logical compressions in the WT, a magnetic field gradient

was used to micromanipulate the neighbouring tissues

loaded with super-paramagnetic nano-particles [11].

The b-cat mechanosensitivity is also an important mech-

anism to stimulate and trigger mesodermal genes expres-

sion in the Drosophila (Twist) and zebrafish (brachyury)
embryos mesoderm, in response to its invagination and to

epiboly initiation, respectively. Under mechanical ten-

sions, Src42A phosphorylates the Y654-b-cat major site of

interaction with E-cadherins (E-cad) leading to the

release of a pool of b-cat from the junctions to the

cytoplasm and the nucleus [35]. Mechanical induction

might also be involved in brachyury expression during

Nematostella gastrulation [36].

Interestingly in pathological contexts, b-cat mechanical

activation, leading to the expression of tumorous target

genes like cyclin D1, myc and zeb-1 in strained healthy

tissues, is also involved in tumor progression due to skin

and breast tumours stiffness and colon tumor growth

pressure in vivo [37,38]. We also can notice that treat-

ments activating the b-cat pathway with mechanical

vibrations in adipocytes, repressing the adipogenic Gly-

cogene Synthase, are developed to fight against obesity

[39].

b-cat mechanosensitivity was recently found to be physi-

ologically involved in several distinct developmental

processes. In particular, it was proposed to initiate feather

follicle differentiation during chicken development.

Indeed, in response to epidermis buckling under Myo-

II contractile tension, b-cat becomes phosphorylated on

Y654 and translocates into the nucleus of bent cell

domains. When Myo-II contractile activity was blocked

with blebbistatin, no tissue buckling was observed. As a

result, b-cat activation and the expression of its target

gene bmp2, known to be upstream of follicle cell differ-

entiation, were inhibited [40��] (Figure 2A).

In addition to b-cat, phosphorylation of the mechanosen-

sitive Yap factor was also recently found to regulate the

earliest differentiation of inner-cell mass of pre-implan-

tation mouse embryos, during cell engulfment morpho-

genesis. This follows the first asymmetric division after

fertilization, and was proposed to be the consequence of

the high acto-myosin contraction of the cell engulfed by

the less contractile one [41�]. The inhibition of the Myo-

II contractile activity with blebblistatin prevents cell

engulfment. As a result, in a doublet, both cells express

inner cell-like markers, that is high levels of cytoplasmic

phosphorylated-Yap and low levels of Cdx2 expression

(Figure 2B).

We saw above how internal morphogenetic forces can

regulate tissue developmental biochemical patterning.

Interestingly, mechanical strains that are external to

tissues can also influence biochemical development.

For instance, mechanical constraints applied by the

uterus on the growing mouse embryo lead to the mechan-

ical induction of Cer1 expression in its distal endoderm.

This protein is involved in the determination of the

antero-posterior axis of mouse embryonic development

[42].

In late stages of zebrafish embryos development, the

oscillatory shear stress induced by the blood flow stimu-

lates the expression of the endocardial flow-responsive

klf2a gene. This gene was found to control the fibronectin

synthesis that initiates cardiac valve development

through the canonical Wnt/b-cat pathway [43,44].

In mouse embryos, the oscillatory shear stress of the

lymphatic fluid enhances the b-cat signalling pathway

in endothelial cells, and the expression of target genes,

such as FOXC2, that regulates lymphatic vasculature

development [45].

The integrative physiological functions of
trans-scale mechanical and
mechanotransductive cues in development
Predicting the macroscopic behaviours of living systems

based on their molecular activities through an integrative

reductionist approach from one scale to another remains

an active field of biology. The challenge lies in untangling

the complex interactions through different scales. In

contrast, mechanical strains consist of a very simple

cue, as it crosses all scales, thereby directly coupling

the molecular microscopic with the macroscopic pattern-

ing scale. Indeed, as we saw, the Myo-II activity, which is

biochemically patterned, generates mechanical strains

leading to macroscopic biomechanical morphogenetic

movements. These morphogenetic movements in turn

mechanotransductively modulate the activity of Myo-II

at the molecular level, which triggers other active mor-

phogenetic movements. Macroscopic strains additionally

regulate the biochemical activities leading to (co-)tran-

scription factor nuclear translocation at the molecular

level, thereby modulating developmental gene

expression.
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In other words, in embryonic patterning, the mechan-

osensitivity of the biochemical and active biomechanical

components allows mechanical cues to be privileged mode

of direct interaction between the biochemically active

and reactive microscopic molecular regulators of embryo-

genesis and the macroscopic morphological phenotype of

the embryo [46,47].

Among the physiological functions of such mechano-

biochemical cascade that underlie embryogenesis, we

can notice integrative rapid and long-range cell-cell inter-

actions. For instance, in the Drosophila embryo, line

tensions of acto-myosin cables robustly maintain differ-

entiation boundaries across tissues [48,49]. Also, collec-

tive cell apex constrictions, coordinated across the meso-

derm tissue by rapid and long-range

mechanotransductive cell-cell interactions, are required

for tissue invagination at gastrulation [23�].

Physiological functions also reveal a robust coordination

between biomechanical and biochemical patterning. For

instance, the mechanical induction of Twist expression

ensures that only the internalized tissue at gastrulation

will maintain Twist expression, and will in fine
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(A) Contractility triggers b-catenin nuclearisation in the forming primordium of early chicken embryos and is upstream of the primordia gene

expression program. Contractility is low on the left due to blebbistatin treatment (25 mM Bb) and high on the right due to high substrate stiffness

without blebbistatin treatment (25 nM CA) compared to control conditions on the centre. b-catenin localization (IF), and bmp2 expression (FISH)

depends on the contractility and on the buckling deformation of the sample. (B) First morphogenetic movement of cell internalisation in mouse

embryos mechanically depends on the cell contractility asymmetry and leads to asymmetric differentiation. (a) Diagram of cell doublet. g1, g2 and

gc are the surface tensions of the two cells and the contact. (b) Numerical simulation showing the equilibrium state of a doublet from a 16-cell-

stage mouse embryo. The first cell fate depends on the equilibrium state of the doublet. (c,d) Immunostaining of control (25 mM of non-efficient

Bb) and inhibited by blebbistatin (25 mM Bb) doublets showing p-Yap, the Cdx2 outer layer cells expression and phalloidin.
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differentiate into mesodermal internal organs [35]. Simi-

larly in early mouse embryos only the not-ingulfed cells

express the Cxd2 gene responsible for the trophectoderm

identity, and will not develop as an embryonic tissue

[41�].

Such mechanical cues were additionally found, and pro-

posed, to mediate long-range coordination of biomechan-

ical and biochemical patterning, throughout the whole

embryo. For instance, ventral mesoderm invagination

triggers the initiation of posterior endoderm invagination

within the 2 min time scale, thereby coordinating meso-

derm with endoderm invagination at gastrulation [23�]. In

addition, germ-band extension mediates both the anterior

endoderm specification — through b-cat activation — and

the posterior endoderm invagination — through the Fog/

MyoII pathway —, thereby synchronising two processes

100 cells (500 mm) apart [11,23�]. These effects may be of

particular importance under conditions in which the

dynamics and complex topology of the embryonic tissues

prevent the establishment of the long-range morphogen

gradients that are efficient at earliest stages where cells

are arranged in simpler, static geometrical patterns.

And indeed, integrating both the macroscopic bio-

mechanical and microscopic biochemical patterns

through such reciprocal trans-scale mechanical and

mechanotransductive interaction, explains
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embryogenetic processes as important as gastrulation,

initial tissue differentiation, maintenance of patterning

boundaries, coordination of morphogenetic movements

and the coordination of biomechanical/biochemical pat-

terning (Figure 3).
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