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1    Le cancer 

Selon le National Institutes of Health (NIH), le cancer correspond à une pathologie 

évolutive dans laquelle les cellules d’un organisme se multiplient de manière 

complètement incontrôlée et peuvent disséminer dans d’autres parties du corps. Un 

cancer peut se développer à partir de n’importe quel type cellulaire, bien que les 

cancers issus de cellules épithéliales, sur lesquels je reviendrai un peu plus tard, 

prédominent et représentent une grande majorité des cancers chez l’Homme 

(Hanahan and Weinberg, 2000).  

1.1 Les différentes étapes d’évolution 

Associé généralement à la formation de tumeurs, le cancer est en réalité associé 

uniquement à certains types de tumeurs qu’il convient de distinguer et de définir. Une 

tumeur est un amas de cellules, dont la présence est anormale, et qui est le résultat 

d’une prolifération incontrôlée. Néanmoins, il est important de préciser qu’une tumeur 

n’est pas forcément associée à l’apparition d’un cancer. En effet, les tumeurs peuvent 

être bénignes, c’est-à-dire qu’il y a effectivement une excroissance de tissu mais (1) 

les cellules qui constituent la tumeur conservent les propriétés du tissu dont elles sont 

issues, (2) l’excroissance reste encapsulée et n'envahit pas les tissus voisins et (3) 

l’excroissance ne récidive pas après avoir été enlevée. C’est par exemple ce qui se 

passe lors de l’apparition de polypes dans l’intestin. Néanmoins, dans certains cas, il 

peut arriver que les tumeurs bénignes évoluent pour devenir plus agressives et sont 

alors qualifiées de tumeurs malignes. C’est à partir de ce stade que l’on parle de 

cancer. Les cellules de la tumeur, en plus de proliférer de façon importante, se 

dédifférencient, perdent les caractéristiques du tissu d’origine et la tumeur envahit les 

tissus voisins. Enfin, l’étape la plus agressive, et responsable de la majorité des décès 

dans les cancers, est la formation de métastases. Au cours de cette étape, les cellules 

de la tumeur initiale, que l’on appelle tumeur primaire, acquièrent des propriétés 

migratoires, quittent la tumeur primaire, et migrent à travers les tissus jusqu’à rejoindre 

le système sanguin ou lymphatique. Ces cellules peuvent ensuite quitter le système 

circulatoire pour s’implanter dans d’autres tissus et former des tumeurs, que l’on 

qualifie de secondaires. 
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1.2 Le microenvironnement 

Longtemps, les études se sont focalisées uniquement sur l’étude des cellules 

tumorales elles-mêmes afin de comprendre comment elles pouvaient induire la 

formation de tumeurs ou encore migrer jusqu’à des sites secondaires. Néanmoins, si 

ces études ont permis de très largement contribuer à notre compréhension de cette 

pathologie, aujourd’hui il est évident qu’elles reposaient sur une vision dite 

réductionniste de la tumorigénèse (Hanahan and Weinberg, 2000). En effet, si les 

cellules tumorales constituent effectivement la tumeur, il est maintenant admis que 

l’environnement tout autour de la tumeur, que l’on appelle microenvironnement joue 

également un rôle majeur dans la tumorigénèse (Figure 1). 

Figure 1 : Evolution de la vision du cancer 
La vision de l’étude des tumeurs a considérablement évolué au cours de ces dernières années. Si 
longtemps, l’étude de la tumorigénèse se focalisait sur les cellules tumorales, aujourd’hui il est devenu 
évident que les tumeurs doivent être considérées comme des tissus complexes constitués de différents 
types cellulaires qui s’influencent mutuellement. Adapté de (Hanahan and Weinberg, 2000) 
 

Ce microenvironnement est constitué de différents types cellulaires et d’une matrice 

extracellulaire au sein et autour de la tumeur. On y trouve par exemple des cellules du 

système immunitaire (macrophages, lymphocyte T et B, cellules dendritiques), des 

fibroblastes ou encore des cellules endothéliales, chacun de ces types cellulaires 

affectant la tumorigénèse d’une certaine manière. Détournés de leurs fonctions par les 

cellules tumorales, les cellules du système immunitaire et les fibroblastes favorisent la 

croissance de la tumeur tandis que les cellules endothéliales, en favorisant la 
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vascularisation de la tumeur, permettent l’apport de nutriments et d’oxygène au centre 

de la tumeur (Ferguson et al., 2021; Hanahan and Weinberg, 2011; Quail and Joyce, 

2013; Yaacoub et al., 2016). La prise en compte du microenvironnement dans la 

tumorigénèse est donc cruciale pour les études à venir.  

1.3 Proto-oncogènes et gènes suppresseurs de tumeurs 

Le cancer est le résultat d’une accumulation de mutations dans des gènes clés qui 

perturbent le fonctionnement normal des cellules. Parmi les gènes les plus souvent 

affectés, on peut distinguer deux catégories, souvent associées : les proto-oncogènes 

et les gènes suppresseurs de tumeurs. Les proto-oncogènes sont des gènes 

responsables de la prolifération des cellules. Ils permettent par exemple d’assurer un 

renouvellement des cellules et de maintenir l’homéostasie d’un tissu. Le gène ras a 

été un des premiers pro-oncogènes identifiés en 1982 et est aujourd’hui l’un des gènes 

les plus souvent observés mutés dans les cancers (Barbacid, 1987). En parallèle, de 

nombreux points de contrôle existent au sein de la cellule pour contrôler l’état des 

cellules et éliminer les cellules anormales. Parmi ces gènes on trouve notamment la 

protéine du rétinoblastome (pRB), premier gène suppresseur identifié en 1986 

(Dannenberg and te Riele, 2006) ou encore des gènes impliqués dans la réparation 

après dommages à l’ADN. Des mutations au niveau d’oncogènes, en combinaison 

avec des mutations au niveau de gènes suppresseurs de tumeurs conduisent à une 

prolifération incontrôlée et au développement de tumeurs (Kontomanolis et al., 2020).  

1.4 Caractéristiques des cellules cancéreuses 

Les cellules cancéreuses sont caractérisées par un certain nombre de propriétés bien 

spécifiques qui leur confèrent ce caractère malin. A l’origine, Hanahan et Weinberg ont 

défini six propriétés qui, selon eux, seraient communes à tous les types de cancer 

(Hanahan and Weinberg, 2000). Parmi ces propriétés, on retrouve notamment : la 

prolifération incontrôlée, l’immortalité, la résistance accrue à l’apoptose ou encore la 

capacité d’invasion et de formation de métastases. Néanmoins, au cours de ces deux 

dernières décennies, cette liste de propriétés s’est considérablement étoffée pour être 

aujourd’hui au nombre de quatorze (Hanahan, 2022; Hanahan and Weinberg, 2011) 

(Figure 2), témoignant ainsi de la complexité de cette pathologie.  
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Figure 2 : Les caractéristiques des cellules cancéreuses 
Le nombre de caractéristiques des cellules cancéreuses est en constante évolution et a énormément 
évolué en vingt ans. Adapté de (Hanahan, 2022; Hanahan and Weinberg, 2000; Hanahan and 
Weinberg, 2011) 
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Comprendre comment et par quel(s) mécanisme(s) les cellules cancéreuses 

acquièrent ces propriétés si particulières représente un enjeu crucial dans la lutte 

contre le cancer. Aussi, je vais par la suite détailler deux des caractéristiques des 

cellules tumorales : la prolifération incontrôlée et la résistance accrue à l’apoptose, 

deux caractéristiques qui illustrent bien le rôle des proto-oncogènes et des gènes 

suppresseurs de tumeurs. Je reviendrai sur la capacité d’invasion et de formation des 

métastases un peu loin dans la partie traitant de la « transition épithélio-

mésenchymateuse ». 

1.4.1 Prolifération incontrôlée 

La prolifération incontrôlée est une des caractéristiques majeures des cellules 

cancéreuses. Les cellules normales ont besoin de facteurs de croissance pour 

proliférer. Dans les tissus, la production et la libération de ces signaux est très finement 

contrôlée. Néanmoins, les cellules tumorales parviennent souvent à échapper à ce 

contrôle et à proliférer de manière complètement incontrôlée. On peut distinguer trois 

niveaux d’altération par lesquels les cellules tumorales acquièrent cette autonomie de 

croissance : une altération des signaux de croissance, une altération des 

transducteurs et une altération au niveau du circuit intracellulaire. En parallèle de ces 

mécanismes, les cellules tumorales développent également une insensibilité aux 

signaux antiprolifératifs, que je ne développerai pas ici, et qui renforcent cette 

caractéristique de prolifération incontrôlée.   

Le premier mécanisme que je souhaiterais mentionner est la production autonome de 

facteurs de croissance. En effet, si la plupart du temps, les cellules reçoivent des 

signaux produits par d’autres cellules et leur environnement, bien souvent les cellules 

tumorales ont été montrées comme produisant elles-mêmes différents facteurs de 

croissance (PDGF ou TGFα par exemple), conduisant par conséquent à un 

fonctionnement autocrine qui les libère de la dépendance aux signaux extérieurs 

(Aaronson, 1991; Becker et al., 1989). Les signaux de prolifération sont ensuite 

transmis à l’intérieur de la cellule via des récepteurs transmembranaires. Diverses 

études ont montré que plusieurs récepteurs transmembranaires sont surexprimés 

et/ou mutés dans de nombreux types de cancers. Par exemple, une surexpression de 

HER2 (pour Human Epidermal Growth Factor Receptor-2) a été rapportée dans des 

cancers du sein et cette surexpression est corrélée avec un mauvais pronostic 
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(Slamon et al., 1989). Également, certains récepteurs, en plus d’être surexprimés, sont 

mutés et deviennent constitutivement activés, même en absence de ligand (Yarden 

and Ullrich, 1988).  

Enfin, le dernier mécanisme utilisé par les cellules tumorales pour une prolifération 

incontrôlée est l’altération au niveau des composants intracellulaires des différentes 

voies de signalisation. En effet, de nombreuses mutations de différents composants 

ont été rapportées, et ce, dans différents types de cancers. L’exemple le plus connu 

est une altération au niveau de la cascade Ras-Raf-MEK-ERK. En effet, lorsque Ras 

est muté, la mutation RasV12 rend Ras constitutivement actif. Cette mutation est 

retrouvée dans plus de 90% des cancers pancréatiques et dans plus de 50% des 

cancer du côlon, induisant une prolifération incontrôlée. Cela suggère un rôle majeur 

de Ras dans la tumorigénèse et en fait une cible particulièrement étudiée dans les 

traitements anticancers (Roberts and Der, 2007). 

1.4.2 Une résistance accrue à la mort cellulaire programmée 

1.4.2.1 La mort cellulaire programmée ou apoptose 

Décrite en 1972 par John Kerr et al., l’apoptose est caractérisée par une destruction 

très stéréotypée de la cellule mettant en jeu un important remodelage de sa 

morphologie. Les étapes clés de l’apoptose consistent dans le bourgeonnement de la 

membrane, la condensation du noyau et la fragmentation de la cellule en petits 

« morceaux » que l’on nomme corps ou fragments apoptotiques. 

Il s’agit d’un processus conservé au cours de l’évolution. Ainsi, l’étude de l’apoptose 

chez C. elegans, D. melanogaster et la souris ont montré des similarités entre les 

acteurs bien que les voies soient plus complexes chez les organismes plus évolués 

(Fuchs and Steller, 2011; Fuchs and Steller, 2015).  

L’apoptose peut être déclenchée de deux manières distinctes : via la voie intrinsèque, 

par exemple suite à des dommages à l’ADN ou via la voie extrinsèque, lorsqu’un ligand 

se fixe au récepteur de mort (FasR). Néanmoins, ces deux voies d’activation 

convergent sur l’activation des caspases, acteurs principaux du processus 

apoptotique. Les caspases sont des cystéines protéases et sont exprimées en 

permanence dans chacune de nos cellules mais maintenues sous une forme inactive 

(Figure 3).   
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Figure 3 : La cascade apoptotique chez les mammifères 
(A) L’apoptose peut être induite de deux manières différentes : via la voie extrinsèque (carré rouge) ou 
via la voie intrinsèque (carré vert). Pour la voie extrinsèque, suite à la fixation du ligand sur le récepteur 
FAS (FasR), cela induit l’activation de la caspase 8 qui active les caspases 3 et 7 qui induisent 
l’apoptose. Pour la voie intrinsèque, c’est un signal à l’intérieur de la cellule (dommages à l’ADN, stress) 
qui induit l’activation de BH3 qui va ensuite inhiber les molécules de la famille Bcl2. Cette inhibition 
permet l’assemblage de BAX et BAK au niveau de la mitochondrie permettant à la fois la libération des 
partenaires de IAP et du cytochrome c. Les partenaires de IAP inhibent la protéine XIAP, permettant 
l’activation des caspases 9, 3 et 7. Le cytochrome c, en s’associant à APAF1 forme l’apoptosome qui 
permet d’activer la caspase 9. (B) Structure et processus d’activation des caspases initiatrices et 
effectrices. 
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Chez les mammifères, le déclenchement de l’apoptose modifie la balance entre les 

composants de la famille anti-apoptotique Bcl2 et les composants pro-apoptotiques de 

la famille BH3. Suite au stimulus apoptotique, BH3, devenu actif, inhibe Bcl2 et permet 

l’assemblage de BAX (Bcl2-assocciated X protein) et BAK (Bcl2-antagonist/killer) qui 

vont induire une perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie, 

provoquant ainsi un relargage du cytochrome c. Le cytochrome c, en s’associant avec 

la protéine APAF1 permet la formation de l’apoptosome, un complexe 

macromoléculaire qui permet de concentrer localement les caspases initiatrices, et 

ainsi de les activer. Dans le même temps, des molécules antagonistes des IAP 

(inhibitor of apoptotic protein) sont libérées par la mitochondrie et permettent d’inhiber 

XIAP qui maintient normalement les caspases inactives. Une fois cette inhibition levée 

et grâce à l’activation par l’apoptosome, les caspases activatrices activent ensuite les 

caspases effectrices, notamment les caspases effectrices 3, 6 et 7 qui vont pouvoir 

déclencher l’apoptose en agissant sur différentes cibles dans la cellule (Figure 3) 

(Fuchs and Steller, 2011). 

L’apoptose est un processus essentiel et particulièrement important, que ce soit 

pendant le développement ou à l’âge adulte. Au cours du développement, l’apoptose 

permet de sculpter des organes en permettant l’apparition ou la disparition de 

structures. L’exemple le plus parlant est l’interdigitation chez les vertébrés supérieurs. 

En effet, les cellules se trouvant entre les futurs doigts vont progressivement mourir 

par apoptose, ce qui va permettre la bonne formation des doigts (Figure 4A) (Suzanne 

and Steller, 2013). L’apoptose permet également de faire disparaitre des structures 

inutiles comme par exemple la queue chez les têtards qui va être éliminée par 

apoptose au moment de la métamorphose (Figure 4B). De plus, l’apoptose a 

également été montrée comme participant activement aux changements de forme des 

tissus au cours du développement de certains organismes. Chez la drosophile au 

cours de la métamorphose, les cellules apoptotiques induisent des forces, modifiant 

ainsi l’environnement mécaniques des cellules voisines, conduisant in fine à la 

formation de plis qui préfigureront les articulations de la patte chez l’adulte (Figure 4C) 

(Ambrosini et al., 2019; Monier et al., 2015). Chez le poulet également, les cellules 

apoptotiques participent à la formation correcte du tube neural en induisant des forces 

qui aident à la fermeture du tube neural (Figure 4D) (Roellig et al., 2022; Yamaguchi 

et al., 2011). 
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A l’âge adulte, l’apoptose assure principalement un mécanisme de « contrôle qualité ». 

En effet, c’est elle qui va permettre de réguler le nombre de cellules d’un individu et 

surtout d’éliminer les cellules dangereuses qui pourraient émerger. Au niveau du 

système immunitaire par exemple, tous les lymphocytes B et T nouvellement formés 

passent deux points de contrôle ayant pour but de vérifier qu’ils ne réagissent pas aux 

cellules du soi. Ceux qui réagissent aux cellules du soi sont aussitôt éliminés par 

apoptose afin d’éviter de développer une auto-immunité (Opferman and Korsmeyer, 

2003). C’est également par apoptose que les cellules dangereuses, cellules infectées 

par des virus ou qui présentent des dommages à l’ADN, sont normalement éliminées.  

 
Figure 4 : L'apoptose est impliquée dans de nombreux processus 
développementaux 
Différents processus développementaux impliquant l’apoptose. (A) Mécanisme d’interdigitation chez les 
vertébrés où l’apoptose permet l’élimination des cellules entre les futurs doigts. (B) Mécanisme 
d’élimination de la queue chez les têtards par apoptose au cours de la métamorphose. (C) Formation 
des articulations de la patte de drosophile. Les cellules apoptotiques qui apparaissent permettent de 
modifier les propriétés du tissu environnant et de former quatre plis parallèles qui donneront les 
articulations chez la mouche adulte. (D) Fermeture du tube neural chez les vertébrés où l’apoptose 
permet au tube de se plier et se fermer correctement. Adapté de (Pérez-Garijo and Steller, 2015) 
 

La régulation de l’apoptose, aussi bien dans le développement qu’à l’âge adulte est 

donc cruciale. En effet, une apoptose mal régulée chez l’adulte peut conduire à 

l’apparition de certaines pathologies : une apoptose trop importante peut conduire à 
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l’apparition de maladies neurodégénératives tel que la maladie de Parkinson tandis 

qu’à l’inverse, une apoptose trop peu importante ou détournée peut conduire à 

l’apparition de maladies auto-immune ou de cancers. En effet, dans le cas des 

cancers, les cellules cancéreuses parviennent souvent à échapper à la mort cellulaire 

grâce à différents mécanismes qui leur confèrent une résistance accrue à la mort 

cellulaire.  

1.4.2.2 L’apoptose et le cancer 

C’est en 1972 que Kerr, Wyllie et Curie ont proposé pour la première fois que 

« l’hyperplasie pourrait résulter d’une diminution de l’apoptose plutôt que d’une 

augmentation de la prolifération cellulaire » (Kerr et al., 1972).  

L’identification de l’oncogène Bcl-2 va permettre de supporter cette théorie. En effet, 

c’est une translocation présente dans plus de 80% des lymphomes qui a permis 

d’identifier Bcl-2 (Korsmeyer, 1992; Pegoraro et al., 1984). Cette translocation t[14 ;18] 

fusionne le gène Bcl-2 au gène codant pour la chaine lourde de l’immunoglobuline, 

modifiant ainsi son activité transcriptionnelle (Graninger et al., 1987). Par la suite, 

plusieurs études ont rapporté (1) qu’il y avait une corrélation entre cette translocation 

et un mauvais pronostic dans différents cas de lymphomes (Gascoyne et al., 1997; 

Hermine et al., 1996; Yunis et al., 1989) et (2) que cette translocation conférait une 

activité anti-apoptotique aux cellules, les protégeant ainsi contre différents agents de 

chimiothérapie (Minn et al., 1995; Miyashita and Reed, 1993; Vaux et al., 1988). 

Depuis ces études pionnières, de nombreuses études ont par la suite identifié d’autres 

mécanismes par lesquels les cellules cancéreuses acquièrent une résistance accrue 

à l’apoptose. Les cellules cancéreuses peuvent altérer les voies apoptotiques au 

niveau transcriptionnel, traductionnel ou post-traductionnel et ce, à différents niveaux 

de la voie (Fulda, 2010). Ces modifications permettent aux cellules cancéreuses de 

modifier la balance entre les signaux pro et anti-apoptotiques, leur conférant ainsi une 

résistance accrue mais pas pour autant totale à l’apoptose.  

Par exemple, au niveau de la voie intrinsèque, plusieurs études ont rapporté un 

déséquilibre entre les molécules de la famille pro-apoptotique BH3 et les molécules 

anti-apoptotiques Bcl-2 (Galluzzi et al., 2010). Ainsi, dans des cas de cancers de 

l’endomètre ou dans des lymphomes folliculaires à cellules B, une surexpression des 

protéines de la famille Bcl-2 a été identifiée, conférant ainsi une résistance accrue à 
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l’apoptose à ces cellules cancéreuses (Rassidakis et al., 2003; Sakuragi et al., 2002). 

Également, une diminution des niveaux de caspase 3 a été rapportée dans des cas 

de cancer du sein (Devarajan et al., 2002). De plus, la voie extrinsèque peut également 

être altérée via la répression de l’expression des récepteurs de mort à la surface des 

cellules cancéreuses (Friesen et al., 1997) ou encore en modifiant l’expression ou la 

fonction de la caspase 8 (Kim et al., 2003). Enfin, si les voies même d’induction 

d’apoptose sont altérées, les signaux inducteurs d’apoptose en amont de ces voies, 

sont souvent modifiés également. L’exemple le plus connu est l’inactivation du gène 

suppresseur de tumeur p53, observée dans plus de 50% des cancers (Figure 5) 

(Vousden and Lane, 2007). 

Les mécanismes de résistance accrue à l’apoptose étant de mieux en mieux 

caractérisés, de plus en plus de traitements ont pour but de cibler les protéines anti-

apoptotiques dont l’expression est altérée dans le but de rendre les cellules 

cancéreuses de nouveau sensibles à l’apoptose (Vogler et al., 2017). Cependant, si le 

but principal des thérapies actuelles comme la chimiothérapie est d’éliminer les 

cellules cancéreuses, certaines études ont montré que l’apoptose peut aussi avoir un 

effet pro-tumoral. Ainsi, dans certains contextes, la mort cellulaire pourrait en réalité 

être délétère et favoriser la repopulation des cellules cancéreuses, comme nous le 

verrons un peu plus loin. 
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Figure 5 : Mécanismes de résistance accrue à l'apoptose identifiés dans les 
cellules cancéreuses 
Les cellules cancéreuses emploient différents mécanismes qui leurs confèrent une résistance accrue à 
l’apoptose. Globalement on peut distinguer deux mécanismes : l’inhibition des molécules pro-
apoptotiques (cadres bleus) comme par exemple l’inactivation de BAX, BAK et de la caspase 8 et la 
surexpression de molécules anti-apoptotiques (cadres rouges). 
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2 Les épithéliums : point de départ des carcinomes 

Si la plupart des propriétés mentionnées précédemment sont partagées par toutes les 

cellules cancéreuses, certaines peuvent varier selon le type cellulaire à l’origine du 

cancer. En effet, quasiment tous les types de cellules peuvent être à l’origine de 

cancer. Il en existe d’ailleurs plus d’une centaine différents répertoriés à ce jour. 

Cependant, parmi la grande diversité des cancers que l’on peut trouver, les cancers 

issus de cellules épithéliales prédominent et représentent plus de 80% des cancers 

chez l’homme (Hanahan and Weinberg, 2000). C’est d’ailleurs sur ce type de cancers, 

que l’on appelle carcinomes, que je me suis focalisée au cours de ma thèse. 

Néanmoins, pour comprendre la formation et l’évolution des carcinomes, il faut dans 

un premier temps bien comprendre les propriétés des cellules épithéliales, ce que je 

vais maintenant présenter à travers les connaissances acquises sur cellules en culture 

et pendant le développement. 

2.1 L’organisation épithéliale 

Les cellules épithéliales, par opposition aux cellules mésenchymateuses sur lesquelles 

je reviendrai par la suite, sont reliées les unes aux autres et forment une barrière 

appelée épithélium, permettant de séparer deux compartiments. Les épithéliums sont 

les tissus les plus abondants dans l’organisme et on en retrouve dans la plupart des 

organes. Par exemple, au niveau de la peau, les cellules épithéliales assurent la 

fonction de barrière contre l’environnement extérieur tandis qu’au niveau de l’intestin, 

elles permettent l’absorption des nutriments. Si les cellules épithéliales peuvent 

présenter certaines caractéristiques propres à leur fonction (présence de micro-vili 

pour les cellules intestinales par exemple), de façon générale, elles présentent 

plusieurs caractéristiques communes, que je vais détailler par la suite.  

2.1.1 Une polarité apico-basale 

Une des caractéristiques d’une cellule épithéliale est le fait qu’elle soit polarisée le long 

de l’axe apico-basal. En effet, on peut diviser la cellule en trois domaines : le domaine 

apical qui fait face à la lumière extérieure, le domaine basal qui repose sur une matrice 

extracellulaire et entre les deux le domaine latéral (Figure 6). Les différents complexes 

d’adhésions et de communication intercellulaires sont répartis sur la surface apico-

latérale comme nous le verrons un peu plus loin.  
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La mise en place de cette polarité apico-basale est permise grâce à trois complexes 

protéiques : le complexe Crumbs (composé de Crumbs, Pals et Patj), le complexe Par 

(composé de Par3, Par6 et aPKC) et le complexe Scribble (composé de Scribble 

(Scrib), Dlg et Lgl). Les complexes Crumbs et Par sont localisés au niveau apical des 

cellules tandis que le complexe Scribble est localisé au niveau baso-latéral (Figure 6). 

L’identité le long de l’axe apico-basal est conférée par une activité antagoniste entre 

ces complexes. En effet, les complexes Crumbs et Par inhibent la présence du 

complexe Scribble en apical et inversement, le complexe Scribble inhibe la présence 

des complexes Crumbs et Par au niveau basolatéral. Cette exclusion mutuelle permet 

de restreindre l’activité de chaque complexe à une localisation particulière de la cellule, 

conférant ainsi une identité de position le long de l’axe apico-basal (Figure 7) (Buckley 

and St Johnston, 2022a; Humbert et al., 2008). 

Figure 6 : La mise en place de la polarité apico-basale 
La polarité apico-basale est mise en place grâce à une activité antagoniste des différents complexes 
Crumbs (composé de Crumbs, Pals, Patj) Par (composé d’aPKC, Par3, Par6) et le complexe Scribble 
(composé de Scribble, Dlg, Lgl). 
 

La mise en place de cette polarité est essentielle puisque c’est elle qui va permettre la 

mise en place correcte des différents éléments impliqués dans la fonction des cellules 

épithéliales, notamment la bonne localisation des jonctions intercellulaires. Une 

mauvaise mise en place ou une perturbation de la polarité apico-basale peut être à 

l’origine de défauts de développement ou de pathologies. Par exemple, une mutation 

de Scribble a été montrée comme responsable de défauts de la fermeture du tube 

neural chez la souris (Lesko et al., 2021; Murdoch et al., 2003). Une perturbation de la 

polarité apico-basale a également été associée au développement et à la progression 

des cancers. En effet, une mutation au niveau des composants responsables de la 
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polarité apico-basale peut induire une dérégulation de certaines voies de signalisation 

à l’origine d’une prolifération incontrôlée ou encore de la formation de métastases. 

Particulièrement bien étudié chez la drosophile, je reviendrai sur cet aspect dans la 

partie 4 (Buckley and St Johnston, 2022a; Jung et al., 2019; Kamei et al., 2007; 

Waghmare and Kango-Singh, 2016; Zhan et al., 2008). 

2.1.2 Les jonctions de la cellule 

Les cellules d’un épithélium sont reliées les unes aux autres grâce à différentes 

jonctions intercellulaires, essentielles pour l’homéostasie tissulaire, la transmission de 

signaux ou encore pour un comportement synchronisé des cellules. Ces différentes 

jonctions, réparties le long de l’axe apico-basal ont chacune une fonction bien 

spécifique (Figure 7). Par exemple, les jonctions serrées permettent de créer une 

barrière étanche au niveau apical des cellules tandis que les jonctions adhérentes et 

les desmosomes permettent de faire le lien entre les réseaux d’actine et de filaments 

intermédiaires respectivement de deux cellules voisines (Figure 7). Les cellules 

possèdent également des jonctions au niveau basal qui permettent de faire le lien entre 

la matrice extracellulaire sur laquelle reposent les cellules et l’intérieur de la cellule, 

notamment via les filaments intermédiaires et le cytosquelette d’actine (Figure 7).   

Je vais par la suite détailler la structure et le rôle des jonctions basales, de manière 

conjointe à une brève description de la matrice-extracellulaire avec laquelle elles 

interagissent, des jonctions serrées et des jonctions adhérentes, qui ont un rôle central 

dans mon projet de thèse.  
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Figure 7 : Les cellules d'un épithélium sont reliées entre elles et à la matrice 
extracellulaire via différentes jonctions 
Au niveau apical, on trouve les jonctions serrées qui permettent de maintenir l’étanchéité de l’épithélium. 
Au niveau latéral, on trouve les jonctions adhérentes et les desmosomes qui permettent de relier les 
réseaux d’actine et de filaments intermédiaires respectivement de deux cellules voisines. Les jonctions 
communicantes permettent le passage de petites molécules. Au niveau basal, on trouve les 
hémidesmosomes et les adhésions focales qui font le lien entre la matrice extracellulaire, dont le réseau 
est représenté dans la loupe et respectivement les filaments intermédiaires et le cytosquelette d’actine. 
 

2.1.2.1 Les jonctions cellule-matrice extra-cellulaire 

Les jonctions basales sont des complexes multiprotéiques qui permettent de faire le 

lien entre la matrice extracellulaire, et l’intérieur de la cellule. La matrice extracellulaire 

(MEC) est un réseau complexe de protéines et de protéoglycans, parmi lesquels on 

retrouve notamment la Laminine, le Collagène, Nidogène et Perlecan (Figure 8A).  Si 

la MEC assure avant tout un rôle de support pour la plupart des cellules, elle a 

également un rôle sur le comportement de la cellule. En effet, en modulant la diffusion 

de certains facteurs secrétés ou en envoyant des signaux mécaniques à la cellule via 

les jonctions basales, la MEC peut influencer le comportement de la cellule en 

favorisant par exemple la prolifération, la survie ou la différenciation (Yurchenco, 

2011). 

Parmi les jonctions basales, on retrouve notamment les hémidesmosomes qui font le 

lien entre la MEC et les filaments intermédiaires et les adhésions focales, sur 

lesquelles je vais me concentrer. Les adhésions focales sont constituées d’un 

ensemble de protéines parmi lesquelles on retrouve notamment les intégrines. Les 
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intégrines sont des récepteurs transmembranaires hétérodimériques, constitués d’une 

chaine α et d’une chaine β. Au niveau de leur queue intracellulaire, les intégrines 

interagissent avec de multiples protéines adaptatrices parmi lesquelles on retrouve par 

exemple la Taline, la Vinculine ou la Paxiline qui permettent de faire le lien avec le 

cytosquelette d’actine (Figure 8) (Campbell and Humphries, 2011; Humphrey et al., 

2014). Elles interagissent également avec des molécules de signalisation, comme les 

kinases FAK (pour Focal Adhesion Kinase) et Src, qui, en cas de stress pourront 

activer certaines voies de signalisation conduisant à un remodelage du cytosquelette. 

En effet, les adhésions focales permettent de faire le lien et de transmettre des signaux 

mécaniques entre la MEC et le cytosquelette de la cellule et sont donc constituées de 

différentes protéines mécanosensibles. Les intégrines par exemple, réagissent et 

transmettent des signaux suite à des changements de propriétés de la MEC. Cultiver 

des cellules sur substrat rigide conduit à la formation de clusters d’intégrines et au 

recrutement de FAK qui va pouvoir induire un réarrangement du cytosquelette d’actine 

et modifier le comportement de la cellule via l’activation de Rho/ROCK par exemple 

(Figure 8B) (Northey et al., 2017).  

L’application de forces mécaniques sur les intégrines induit également un changement 

de conformation au niveau de la Taline qui passe d’une conformation « fermée » à une 

conformation « ouverte » révélant ainsi des sites de fixation, ce qui permet le 

recrutement de Vinculine qui stabilise le complexe (Figure 8B) (Levental et al., 2009; 

Martino et al., 2018; Northey et al., 2017; Ross et al., 2013). Ainsi, l'application de 

forces sur les complexes Intégrine, grâce à leur couplage à la fois à la MEC résistante 

et au cytosquelette sous tension, permet la maturation des adhérences basales grâce 

à une régulation mécanique. 
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Figure 8 : Structure et maturation des adhésions focales 
(A) Structure de la matrice extracellulaire et des adhésions focales. (B) Maturation des adhésions 
focales suite à une culture sur matrice rigide ou à l’induction de forces tirant sur le cytosquelette. Cela 
induit la formation de cluster d’intégrines, le recrutement de FAK, le changement de conformation de la 
Taline permettant le recrutement de la Vinculine. L’activation de FAK active ROCK et Rho qui induisent 
des réarrangements du cytosquelette d’actine. 
 

2.1.2.2 Les jonctions serrées 

Les jonctions serrées permettent un contact étroit entre les membranes de deux 

cellules voisines, ce qui leur permet d’assurer une fonction de perméabilité et de 

maintien de l’intégrité du tissu. Elles ont également un rôle clé dans le maintien de la 

polarité apico-basale puisque certaines protéines constituant les jonctions serrées 

servent de point d’ancrage pour les protéines des complexes Par et Crumbs (Hurd et 

al., 2003). Chez les mammifères, elles sont localisées au niveau apical de la cellule, 

contrairement aux invertébrés où elles sont localisées sous les jonctions adhérentes, 

comme nous le verrons un peu plus loin. 

 Au niveau moléculaire, les jonctions serrées sont constituées par trois grandes 

familles de protéines : les claudines, les occludines et les Jonctional adhesion 

molecules (JAM). Les claudines et occludines sont des protéines possédant quatre 

domaines transmembranaires tandis que les JAMs sont des protéines possédant deux 

domaines Ig. Ces protéines transmembranaires sont reliées au cytosquelette d’actine 

via des protéines adaptatrices appelées Zonula Occludens (ZO) (Otani and Furuse, 

2020). 
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2.1.2.3 Les jonctions adhérentes 

Les jonctions adhérentes, conservées au cours de l’évolution, sont des complexes 

protéiques dont la E-cadhérine (Ecad) est un composant important (Halbleib and 

Nelson, 2006). La Ecad est une glycoprotéine transmembranaire impliquée dans 

l’adhésion calcium-dépendante entre deux cellules (Takeichi, 1977). Le domaine 

extra-cellulaire (domaine N-terminal de la protéine) de la Ecad est constitué de 5 

domaines EC1 qui permettent de former une liaison homophilique trans au domaine 

extra-cellulaire de la Ecad de la cellule voisine (Patel et al., 2006). Le domaine intra-

cellulaire est quant à lui connecté au réseau d’actine grâce à différentes protéines 

appelées les caténines parmi lesquelles on retrouve α-caténine, β-caténine et p120 

(Figure 9A) (Coopman and Djiane, 2016).  

Figure 9 : Structure et réponse aux forces des jonctions adhérentes 
(A) Les jonctions adhérentes sont principalement constituées de la E-cadhérine (bleu clair). La E-
cadhérine est constituée d’un domaine extracellulaire qui fait le lien avec une molécule de E-cadhérine 
de la cellule voisine et un domaine intracellulaire qui fait le lien avec le réseau d’actine via différentes 
caténines (bleu foncé). (B) Réponse des jonctions adhérentes aux forces. Suite à l’induction de forces 
au niveau des jonctions adhérentes, l’α-caténine change de conformation permettant de révéler des 
sites de la Vinculine qui peut être recrutée et stabiliser le complexe. 
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Les jonctions adhérentes assurent donc une fonction de cohésion mais également de 

couplage mécanique. En effet, les jonctions adhérentes sont constituées de protéines 

mécanosensibles qui réagissent aux forces mécaniques et permettent de transmettre 

des signaux mécaniques aux cellules voisines. L’application de forces sur les jonctions 

adhérentes induit un changement de conformation de la protéine α-caténine. 

Normalement dans une conformation fermée, les forces induisent un dépliement de la 

protéine et permettent de révéler des sites de liaison et le recrutement de la Vinculine. 

L’interaction entre α-caténine et Vinculine permet de stabiliser le complexe des 

jonctions adhérentes (Figure 9B) (Yao et al., 2014; Yap et al., 2018). 

2.2 La dynamique épithéliale 

2.2.1 Le cytosquelette 

Au sein d’une cellule, il existe plusieurs cytosquelettes, chacun ayant des 

caractéristiques, une fonction et une régulation propre. On distingue les microtubules, 

plutôt impliqués dans le transport de molécules dans la cellule, les filaments 

intermédiaires, impliqués dans la migration, l’adhésion et faisant le lien avec les autres 

cytosquelettes et le réseau d’actine, que je vais détailler par la suite (Figure 10) 

(Hohmann and Dehghani, 2019). Ces réseaux sont très bien conservés au cours de 

l’évolution bien qu’il n’existe pas de filaments intermédiaires dans le cytoplasme chez 

la drosophile. Si les cytosquelettes ont longtemps été vus comme des structures très 

stables pour protéger la cellule des différents stress mécaniques qu’elle peut subir, ce 

sont en réalité des composants particulièrement dynamiques.  

 

 

Figure 10 : Les différents cytosquelettes présents dans la cellule 
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2.2.1.1 L’actine 

Dans la cellule, l’actine est présente sous deux formes : l’actine G (globulaire) et 

l’actine F (filamenteuse). L’actine G est un monomère qui, en s’assemblant permet la 

formation de filaments d’actine en double hélice de façon ATPase dépendante. La 

formation de filaments d’actine suit quatre étapes : la nucléation, l’élongation et le 

coiffage, le désassemblage et le recyclage (Plastino and Blanchoin, 2018).  

La nucléation est la formation de dimères et de trimères par les monomères d’actine. 

Cette étape est directement proportionnelle à la concentration d’actine monomérique 

(Pollard et al., 2000). En effet, in vitro, au-delà d’une certaine concentration, l’actine 

monomérique forme spontanément des dimères et des trimères. En revanche, in vivo, 

cette étape est très contrôlée, notamment par la profiline qui séquestre l’actine 

monomérique et empêche la formation spontanée de dimères et de trimères (Figure 

11) (Plastino and Blanchoin, 2018).  

L’élongation est l’étape qui permet d’assembler plusieurs dimères ou trimères d’actine 

et de former des filaments d’actine. Elle se fait via des facteurs nucléateurs qui vont 

permettre de former différents types de réseaux d’actine. On distingue trois types de 

facteurs nucléateurs : les facteurs Arp2/3, la famille des formines et une troisième 

famille comprenant les protéines Spire et Cobl (Campellone and Welch, 2010).  Les 

facteurs nucléateurs appartenant à la famille des formines ainsi que les protéines Spire 

et Cobl permettent la polymérisation de l’actine en formant des réseaux de filaments 

d’actine linéaires. A l’inverse, les facteurs Arp2/3 induisent la formation de réseaux 

d’actine branchée en démarrant la polymérisation d’un nouveau filament d’actine sur 

un filament déjà existant (Figure 11). Les réseaux parallèles et branchés ayant une 

organisation différente, ils vont également être localisés à différents endroits de la 

cellule et avoir différentes fonctions. Ainsi, le réseau linéaire d’actine sera plutôt 

localisé au niveau des filopodes et des fibres de stress tandis que le réseau branché 

sera plutôt localisé au niveau des lamellipodes (Letort et al., 2015). L’élongation est 

ensuite bloquée par les protéines de coiffage qui vont se fixer à l’extrémité des 

filaments d’actine et empêcher la polymérisation. Ces protéines contrôlent donc la 

longueur des filaments d’actine. 

Les filaments d’actine sont ensuite désassemblés. Le désassemblage se fait en deux 

étapes : il y a d’abord une fragmentation en petits filaments puis une dépolymérisation 

en monomères d’actine par les protéines ADF/Cofiline (Figure 11) (Blanchoin, 2014). 
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Enfin, les monomères d’actine issus du désassemblage sont ensuite recyclés une fois 

qu’ils sont de nouveau associés à une molécule d’ATP (Figure 11) (Matsumura, 2005).  

Assemblée en filaments, l’actine peut s’associer à d’autres facteurs comme la 

Myosine-II, essentielle pour conférer une activité contractile et induire des forces.  

 

Figure 11 : La polymérisation des filaments d'actine 
La polymérisation d’actine se fait en quatre étapes. Les monomères d’actine G, séquestrés par la 
profiline forment des dimères et des trimères d’actine grâce à plusieurs facteurs nucléateurs. Vient 
ensuite l’étape d’élongation où les facteurs nucléateurs assemblent les dimères et trimères d’actine pour 
former des filaments. Les filaments sont ensuite désassemblés puis les monomères d’actine G sont 
recyclés une fois de nouveau associés à de l’ATP. 
 

2.2.1.2 La Myosine-II non musculaire 

Dans la cellule, il existe plusieurs types de myosine, qui sont des moteurs 

moléculaires. Ici, je me concentrerai sur la Myosine-II non musculaire que j’appellerai 

par la suite Myosine-II. La Myosine-II est une protéine essentielle à la cellule qui régule 

un certain nombre de fonctions comme la division cellulaire en permettant notamment 

la cytokinèse ou en permettant les changements de forme des cellules au cours du 

développement. 
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Une molécule de Myosine-II est constituée d’un hexamère contenant deux chaînes 

lourdes, deux chaînes légères essentielle et deux chaînes légères régulatrices (Figure 

12A). La chaîne lourde contient un domaine N-terminal qui forme une tête globulaire 

et qui contient un site d’hydrolyse de l’ATP. C’est ce domaine qui confère l’activité 

motrice de la Myosine-II (Lecuit et al., 2011; Munjal and Lecuit, 2014). Une molécule 

seule de Myosine-II est incapable d’induire des forces, elle doit d’abord s’associer de 

façon antiparallèle à une autre molécule de Myosine-II pour former un mini-filament de 

Myosine-II.  

L’activation de la Myosine-II est permise grâce la phosphorylation de la chaîne légère 

régulatrice (MLC) qui permet à la Myosine-II de changer de conformation et de former 

un mini-filament qui pourra ensuite s’associer à un filament d’actine (Figure 12A). Cette 

phosphorylation est réalisée par MLCK (Myosine Light Chain Kinase) ou ROCK (Rho-

associated Kinase) tandis qu’à l’inverse, la Myosine-II peut être inhibée par des 

phosphatases parmi lesquelles on trouve notamment MYPT (Matsumura, 2005).  

Le mécanisme de contraction de la Myosine-II est cyclique et est possible grâce à 

l’hydrolyse d’une molécule d’ATP. En effet, en s’associant à la tête globulaire de la 

Myosine-II, une molécule d’ATP est hydrolysée en ADP et en Phosphate inorganique, 

ce qui permet la fixation à un filament d’actine. La libération de l’ADP et du Pi permet 

un mouvement de la tête de la Myosine-II, ce qui induit une contraction. La fixation 

d’une nouvelle molécule d’ATP détache la tête de Myosine-II et le cycle peut de 

nouveau recommencer (Figure 12B) (Houdusse and Sweeney, 2016). 
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Figure 12 : Dynamique de la Myosine-II 
(A) Représentation schématique de la Myosine-II inactive (à gauche) et active (à droite). Les kinases 
ROCK et MLCK permettent d’activer la Myosine-II tandis que les phosphatases inactivent la Myosine-
II. (B) Cycle d’activation de la Myosine-II. La fixation d’une molécule d’ATP sur la tête globulaire et son 
hydrolyse permet l’activation de la Myosine-II qui change de conformation et se fixe sur un filament 
d’actine. Lorsque l’ADP et le Pi sont relargués, cela permet un mouvement de la tête de Myosine-II qui 
induit une contraction. La Myosine-II se sépare des filaments d’actine lorsqu’une nouvelle molécule 
d’ATP se fixe au niveau de la tête globulaire et le cycle peut recommencer. 
 

2.2.2 Dynamique du cytosquelette dans la cellule 

Le cytosquelette d’actomyosine forme différents réseaux au sein de la cellule. Localisé 

au niveau du cortex de la cellule pour maintenir la forme des cellules (Figure 10), il 

joue un rôle important au niveau des jonctions adhérentes et des adhésions focales. 



 

39 
 

Ainsi, au niveau des jonctions adhérentes, le cytosquelette d’actomyosine forme une 

ceinture tout autour de la cellule qui permet d’induire des forces qui seront transmises 

aux cellules voisines (Figure 13). Le cytosquelette d’actomyosine est également lié à 

la MEC via les adhésions focales (Figure 13), permettant des interactions entre la 

cellule et la MEC. En effet, suite à des modifications de propriétés mécaniques de la 

MEC, la cellule réagit mécaniquement en remodelant son cytosquelette mais elle peut 

également en retour induire des modifications de propriétés mécaniques de 

l’environnement et un remodelage de la MEC. Enfin, le cytosquelette d’actomyosine 

forme également un réseau complexe au niveau apical et qui joue un rôle essentiel 

dans le maintien de la forme des cellules. Au cours de ma thèse, je me suis 

principalement intéressée au pôle apical des cellules, c’est pourquoi je me 

concentrerai ici sur les réseaux apicaux et au niveau des jonctions adhérentes. Les 

jonctions de la cellule et le cytosquelette d’actomyosine forment un ensemble 

particulièrement dynamique dans le temps. Parfaitement coordonnés, le cytosquelette 

d’actomyosine permet d’induire des forces et les jonctions intercellulaires de 

transmettre ces forces aux cellules voisines, pouvant conduire à un comportement 

coordonné des cellules d’un tissu. Cette communication est essentielle, et elle a été 

particulièrement étudiée lors de la morphogenèse où le changement de forme des 

cellules conduit in fine à un remodelage épithélial (Heisenberg and Bellaïche, 2013).  

Figure 13 : Les différents réseaux d'actomyosine au sein de la cellule 
Au sein de la cellule, il existe plusieurs réseaux d’actomyosine. On trouve le réseau au niveau apical et 
au niveau des jonctions adhérentes, un réseau d’actomyosine forme une ceinture autour de la cellule. 
Enfin, au niveau des adhésions focales, le réseau d’actomyosine fait le lien avec la MEC. 
 

Ici, je vais détailler deux processus dynamiques au niveau de la cellule conduisant à 

des changements de forme des tissus lors du développement : la constriction apicale 
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et l’intercalation cellulaire ayant permis de mettre en évidence qu’il existe une 

régulation fine du cytosquelette d’actomyosine sur les jonctions adhérentes. 

2.2.2.1 La constriction apicale 

La constriction apicale est un processus par lequel une cellule réduit sa surface 

apicale. Au cours du développement, ce mécanisme permet notamment à partir d’un 

épithélium plat d’induire la courbure des tissus pour former un tube comme c’est le cas 

lors des étapes précoces de l’invagination du mésoderme ou lors de la neurulation 

chez les vertébrés (Figure 14A) (Lecuit and Lenne, 2007; Lecuit et al., 2011; Martin 

and Goldstein, 2014; Sawyer et al., 2010). C’est également un processus qui permet 

l’extrusion d’une cellule d’un épithélium, comme nous le verrons dans la partie 3.  

La constriction apicale est principalement médiée par le réseau apical d’actomyosine 

qui va progressivement se contracter, vers le centre de la cellule et conduire au 

rétrécissement de la surface apicale. La constriction apicale se fait via un mécanisme 

dit de « crémaillère » (« ratchet-mechanism » en anglais), c’est-à-dire que la 

constriction ne se fait pas de manière continue mais via des phases de contraction et 

de stabilisation successives (Figure 14B) (Martin et al., 2009). Toutefois, pour induire 

la constriction apicale, il est essentiel que le cytosquelette d’actomyosine soit couplé 

aux jonctions adhérentes. En effet, une étude a montré que des contractions du réseau 

apical d’actomyosine apparaissent dans les cellules avant l’initiation du processus de 

constriction sans pour autant que cela conduise à la réduction de la surface apicale. 

Ce n’est qu’après le couplage aux jonctions adhérentes que ces contractions 

permettent d’induire une réduction efficace de la surface apicale (Roh-Johnson et al., 

2012). Une fois le couplage effectué, une régulation très fine des jonctions adhérentes 

par le cytosquelette se met en place, permettant de maintenir les jonctions adhérentes 

et d’induire la courbure d’un tissu (Figure 14A). En effet, les jonctions adhérentes 

doivent pouvoir résister aux forces appliquées par les contractions du réseau apical. 

Une étude a montré que la présence de Myosine-II, responsable de la constriction 

apicale stabilise les jonctions adhérentes et que celles-ci ne sont démantelées qu’une 

fois la constriction apicale terminée (Weng and Wieschaus, 2016).   
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Figure 14 : Mécanisme de constriction apicale 
(A) La constriction apicale coordonnée conduit à la courbure d’un tissu, comme dans le cas de 
l’invagination du mésoderme chez la drosophile ou de la neurulation chez les vertébrés par exemple. 
(B) La constriction apicale se fait selon un mécanisme de « crémaillère » : la surface apicale est réduite, 
puis stabilisée, puis réduite etc. 
 

Cet exemple illustre bien la coordination des propriétés mécaniques des cellules 

jointives et la coordination des forces au sein d’un tissu. 

2.2.2.2 L’intercalation cellulaire 

Un autre remodelage tissulaire particulièrement important au cours du développement 

est l’intercalation cellulaire qui permet notamment l’élongation d’un tissu. Il est par 

exemple essentiel au processus d’extension de la bande germinale lors de la 

gastrulation chez la drosophile (Figure 15A). Ce processus a longuement été étudié 

pour comprendre comment les cellules pouvaient, de façon dynamique, modifier leurs 

jonctions avec les cellules voisines sans que cela n’affecte l’intégrité du tissu.  

Au cours de l’extension de la bande germinale, les cellules modifient les interactions 

qu’elles ont avec leurs voisines, conduisant à une élongation du tissu dans le sens de 

l’axe antéro-postérieur (A-P). Pendant ce processus, les jonctions dans le sens dorso-

ventral (D-V), perpendiculaires au sens de l’élongation, sont progressivement 

raccourcies jusqu’à disparaitre complètement et former une organisation cellulaire 

particulière que l’on appelle « rosette ». Par la suite une nouvelle jonction se forme et 

s’allonge perpendiculairement à la jonction démantelée. L’intercalation cellulaire 

coordonnée conduit in fine à une élongation du tissu (Figure 15B).  
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Plusieurs études ont mis en évidence les mécanismes impliqués et comment les 

jonctions étaient démantelées puis reformées suite aux changements de forme du 

tissu. Tout d’abord, des observations ont permis de montrer que la Myosine-II et la E-

cadhérine sont réparties de façon asymétrique autour des cellules. En effet, la 

Myosine-II s’accumule sur les jonctions orientées dans le sens D-V et, en induisant 

des forces, conduit à la diminution de la taille des jonctions (Bertet et al., 2004; Kale 

et al., 2018; Rauzi et al., 2010). La E-cadhérine, quant à elle est localisée au niveau 

des jonctions orientées dans le sens A-P et est présente à des niveaux nettement plus 

faibles sur les jonctions D-V. Ici, il y a donc une corrélation spatiale entre la présence 

de Myosine-II et une nette diminution de la E-cadhérine. De manière intéressante, la 

Myosine-II est localisée sur les jonctions D-V et induit le recrutement de Clathrine (une 

molécule impliquée dans la formation de vésicule d’endocytose) qui va ensuite induire 

l’endocytose des molécules de E-cadhérine (Levayer et al., 2011). Ainsi, la tension 

jonctionnelle due à l’accumulation de Myosine-II conduit à un démantèlement des 

jonctions adhérentes en induisant notamment l’endocytose des molécules de E-

cadhérine. 

Le cytosquelette d’actomyosine peut donc fortement affecter les jonctions adhérentes 

et ce, de différentes manières. Si au cours de la constriction apicale, la contractilité de 

l’actomyosine conduit à une stabilisation des jonctions adhérentes, au cours de 

l’intercalation cellulaire, l’induction de forces conduit au contraire au démantèlement 

des jonctions adhérentes. Si à première vue, ces résultats peuvent sembler 

contradictoires, il est toutefois important de garder en tête que dans ces deux 

processus, les réseaux d’actomyosine engagés ne sont pas les mêmes. En effet, c’est 

le réseau apical d’actomyosine qui est impliqué lors de la constriction apicale et qui va 

donc exercer une force centripète, c’est-à-dire vers le centre de la surface apicale et 

donc tirer sur les jonctions adhérentes. A l’inverse, au cours de l’intercalation cellulaire, 

c’est la ceinture d’actomyosine localisée au cortex de la cellule qui via des forces, 

induit un repliement de la membrane cellulaire et la formation de vésicules 

d’endocytose pour démanteler les jonctions adhérentes (Figure 15C).  

De façon générale, ces mécanismes montrent que les forces peuvent avoir différents 

impacts sur les propriétés adhésives des cellules.   
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Figure 15 : Mécanisme d'intercalation cellulaire 
(A) Schématisation de l’élongation de la bande germinale au cours de la gastrulation chez la drosophile. 
(B) Schématisation du mécanisme d’intercalation cellulaire à l’échelle du tissu et à l’échelle de la cellule 
(C) Les jonctions verticales se raccourcissent progressivement jusqu’à être complètement démantelées 
avant qu’une nouvelle jonction se forme dans le sens perpendiculaire à la première, conduisant à une 
élongation du tissu. A, antérieur, P, postérieur, D, dorsal, V, ventral. Adapté de (Bertet et al., 2004) 
 

 

L’ensemble de cette partie a permis de voir les différents acteurs impliqués dans le 

maintien d’un épithélium et de comprendre comment ces différents acteurs 

interagissent et communiquent pour former une structure dynamique, pouvant être 

remodelée, au cours du développement par exemple. Toutefois, le développement de 

certaines pathologies, comme l’apparition d’un carcinome, peut fortement affecter ces 

différents acteurs et induire des changements drastiques de l’organisation épithéliale, 

comme nous allons le voir dans la prochaine partie. 
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3 La transition épithélio-mésenchymateuse, un processus clé de 
l’évolution tumorale 

Si en introduction, j’ai défini de façon générale les différentes étapes d’évolution 

tumorale en mentionnant notamment les termes de tumeurs bénignes et de tumeurs 

malignes, ici je vais détailler spécifiquement les étapes de la progression des 

carcinomes, c’est-à-dire les cancers issus de cellules épithéliales, auxquels je me suis 

intéressée au cours de ma thèse.  

A la suite d’une prolifération incontrôlée, les cellules d’un épithélium forment ce que 

l’on appelle une tumeur hyperplasique. Il s’agit d’une tumeur, que l’on peut qualifier de 

bénigne, au sein de laquelle les cellules conservent leurs propriétés épithéliales, le 

tissu reste donc organisé malgré une surprolifération importante des cellules. Par la 

suite, l’évolution en tumeur maligne est associée à la transformation d’une tumeur 

hyperplasique en tumeur dysplasique. A ce stade, les cellules perdent leur 

morphologie normale, se dédifférencient, deviennent désorganisées, conduisant à un 

tissu anormal ayant un aspect complètement désorganisé. Enfin les cellules peuvent 

ensuite quitter la tumeur primaire, migrer et envahir d’autres tissus où elles formeront 

des tumeurs secondaires. L’ensemble de ces étapes est schématisé et illustré en 

Figure 16. 

Figure 16 : La progression des carcinomes 
(A) Schématisation de la progression des carcinomes. A la suite d’une surprolifération incontrôlée, les 
cellules, toujours épithéliales forment une tumeur dite hyperplasique. L’hyperplasie peut ensuite se 
transformer en dysplasie lorsque les cellules perdent au moins une partie de leurs caractéristiques 
épithéliales et deviennent mésenchymateuses. Les tumeurs dysplasiques sont également connues pour 
être plus résistantes aux traitements thérapeutiques et permettre la formation de métastases, l’étape la 
plus agressive. (B) Biopsies de cancer du côlon avec un marquage Ecad permettant d’illustrer les 
différentes étapes représentées en (A). Adapté de (Bell and Thompson, 2014) 
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Au cours de ma thèse, je me suis particulièrement intéressée à la transition 

hyperplasie-dysplasie. Cette transition, qui est une étape clé de la progression 

tumorale fait principalement appel à un processus cellulaire particulièrement important 

et conservé au cours de l’évolution : la transition épithélio-mésenchymateuse. 

 

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est un processus réversible par lequel 

une cellule épithéliale perd ses caractéristiques au profit d’un caractère 

mésenchymateux. Si les cellules épithéliales sont caractérisées par une forme 

columnaire, cuboïdale ou squameuse, une forte cohésion entre elles et une polarité 

apico-basale, les cellules mésenchymateuses sont au contraire caractérisées par une 

forme plus allongée, une polarité avant/arrière et parfois des propriétés migratoires 

(Figure 17) (Nieto et al., 2016). Ce changement morphologique s’accompagne 

également d’importantes modifications au niveau du programme transcriptionnel qui 

vont promouvoir la survie de la cellule par exemple.  

 

 
Figure 17 : La transition épithélio-mésenchymateuse 
Les cellules épithéliales perdent progressivement leurs caractéristiques épithéliales au profit de 
caractéristiques mésenchymateuses. La transition entre les deux états est régulée par des facteurs de 
transcription (FT) pro-épithéliaux ou pro-mésenchymateux. 
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Conservé au cours de l’évolution, c’est un processus particulièrement important dans 

le développement de nombreux organismes. Chez la drosophile par exemple, 

l’invagination du mésoderme, première étape de la gastrulation, est possible grâce à 

la TEM qui va permettre d’internaliser une population de cellules qui formeront le 

mésoderme (Figure 18A) (Winklbauer and Müller, 2011). Également importante lors 

de l’organogénèse, la TEM permet par exemple la formation des crêtes neurales chez 

le poulet en induisant la délamination de cellules du tube neural (Figure 18B) 

(Piacentino et al., 2020). D’autres exemples de l’implication de la TEM au cours du 

développement sont représentés en Figure 18. 

Figure 18 : Rôle de la TEM dans le développement 
(A) Invagination du mésoderme chez la drosophile : les cellules du mésoderme (marron) constrictent 
leur surface apicale pour initier le processus d’invagination, ce qui permettra de former un tube à 
l’intérieur de l’embryon avant que les cellules ne se détachent les unes des autres pour former le 
mésoderme. (B) Délamination des crêtes neurales chez le poulet : les crêtes neurales délaminent 
depuis les bords du tube neural au cours de la phase de la fermeture du tube neural. (C) Gastrulation 
chez l’oursin : les cellules mésenchymateuses primaires (d’abord en marron puis en jaune) délaminent 
vers l’intérieur de l’embryon. (D) Formation de la ligne primitive chez le poulet : la ligne primitive se 
forme suite à deux phases de TEM : des cellules de l’épiblastes délaminent d’abord de manière 
sporadique (en jaune) puis de manière massive pour former le feuillet mésodermique. Adapté de (Font-
Noguera et al., 2021) 
 

Essentiel pendant le développement comme nous venons de le voir, la TEM peut être 

à l’origine d’un certain nombre de troubles pathologiques, lorsqu’elle est mal régulée.   
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3.1 La TEM : régulation et dynamique  

La TEM est un processus finement régulé, et contrôlé par différents facteurs de 

transcription (FT) qui vont induire des changements transcriptionnels. Dans le 

développement, de nombreuses voies de signalisation, comme les voies TGFβ, Wnt 

ou Notch induisent la TEM en régulant l’expression de FT (Dongre and Weinberg, 

2019). Parmi ces FT, on distingue deux catégories : les FT dits pro-épithéliaux et les 

FT pro-mésenchymateux (Nieto et al., 2016). C’est la balance entre ces deux types de 

FT qui va permettre d’induire ou non la TEM. Les FT pro-épithéliaux comme 

Grainyhead (Grh) et Ovo vont, comme leur nom l’indique, protéger l’état épithélial de 

la cellule en induisant l’expression de gènes impliqués dans le maintien de l’état 

épithélial comme la E-cadhérine ou les protéines de la polarité apico-basale. A 

l’inverse, les FT pro-mésenchymateux, parmi lesquels on retrouve notamment les 

facteurs SNAIL, TWIST, ZEB et SLUG, induisent l’expression de gènes impliqués dans 

l’état mésenchymateux et en même temps répriment les gènes impliqués dans le 

maintien de l’état épithélial (Figure 17). Par exemple, ZEB induit l’expression des 

gènes de la Vimentine, un filament intermédiaire et de la N-cadhérine tandis que 

SNAIL réprime le gène de la E-cadhérine en recrutant des complexes de modifications 

de la chromatine (Cano et al., 2000; Herranz et al., 2008; Sánchez-Tilló et al., 2010).  

Les différentes étapes de la TEM ont souvent été discutées et sont, encore aujourd’hui 

sujettes à débat pour de nombreuses équipes travaillant sur ce processus. De 

nombreuses études de la TEM se concentrent sur la caractérisation des propriétés 

migratoires des cellules. Toutefois, c’est en réalité un processus beaucoup plus 

complexe, comprenant bien d’autres étapes, plus précoces. En effet, si l’acquisition de 

propriétés migratoires et la migration des cellules fait effectivement partie des étapes 

de la TEM, il s’agit au fond d’une étape très tardive. La TEM, qui, strictement, désigne 

le passage d’une cellule épithéliale vers une cellule mésenchymateuse démarre en 

réalité lorsque la cellule est toujours intégrée au sein de l’épithélium et prend la 

décision de faire cette transition. La TEM comprend donc toutes les étapes qui vont 

permettre de préparer la cellule à sa sortie de l’épithélium pour ensuite éventuellement 

migrer. C’est principalement sur les premières étapes, que je qualifie de précoces, que 

je me suis concentrée au cours de ma thèse et sur lesquelles je me concentrerai ici.  
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 Ainsi, au cours de la TEM, la cellule passe par une succession d’évènements 

spécifiques conduisant à sa sortie de l’épithélium, étapes pouvant varier d’une espèce 

à l’autre. Au cours de ma thèse, j’ai participé à l’écriture d’une revue, dont le manuscrit 

est en annexe, et dont l’objectif était de faire un bilan des différentes étapes montrées 

chez divers organismes. Dans cette revue, notre objectif était de proposer une vision 

intégrée de la mécanistique cellulaire de la TEM en se basant sur les connaissances 

de différentes étapes caractérisées dans divers organismes modèles au cours du 

développement (Figure 19) (Font-Noguera et al., 2021).  

Figure 19 : Un modèle intégré de la dynamique cellulaire de la TEM 
Cette figure montre les différentes étapes de la TEM. Pour chaque étape, les organismes dans lesquels 
elle a été observée sont écrits dans les bulles et les acteurs moléculaires impliqués dans chaque étape 
sont mentionnés sous chaque pièce de puzzle. Tiré de (Font-Noguera et al., 2021). 
 

Parmi ces étapes, une des premières étapes observées est la dégradation de MEC. 

Si aujourd’hui il est admis que les cellules remodèlent la MEC pour pouvoir migrer, ici 

il s’agit d’une étape particulièrement précoce, où la cellule est toujours parfaitement 

intégrée dans l’épithélium et présente encore toutes les caractéristiques de cellules 

épithéliales. Néanmoins, si cette étape a été observée et caractérisée lors de la 

formation de la ligne primitive chez le poulet, elle n’est cependant pas présente chez 

tous les organismes. Par exemple, au cours de l’invagination du mésoderme chez la 

drosophile, la MEC n'ayant pas encore été déposée lorsque les cellules délaminent, la 

première étape observée est la constriction apicale. Décrite précédemment dans la 
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partie 2.2.2.1, la constriction apicale est une étape qui semble particulièrement bien 

conservée puisqu’elle a été observée chez de nombreuses espèces. Il s’agit de l’une 

des étapes les mieux caractérisées (voir partie 2.2.2.1).  

Par la suite, des travaux ont montré récemment que si le cytosquelette d’actomyosine 

est particulièrement dynamique au niveau apical, comme nous l’avons vu au moment 

de la constriction apicale par exemple, il l’est également le long de l’axe apico-basal. 

En effet, ces études montrent que, juste après la constriction apico-basale dans 

l’invagination du mésoderme chez la drosophile, le cytosquelette se réorganise et 

forme une structure apico-basale appelée câble de Myosine-II qui induit des forces le 

long de l’axe apico-basal (Gracia et al., 2019).  Si l’existence de forces apico-basales 

n’a été montrée que dans ce modèle, d’autres observations suggèrent fortement qu’il 

pourrait s’agir d’un processus conservé. Par exemple, des observations faites sur des 

embryons d’oursins montrent qu’au cours de la gastrulation, les PMCs (pour Primary 

Mesenchyme Cells) présentent une accumulation d’actine le long de l’axe apico-basal, 

associée à une déformation de la surface apicale, suggérant la présence de forces 

apico-basales (Kinnander and Gustafson, 1960; Nakajima and Burke, 1996). 

Également, au cours de la formation de la ligne primitive chez le poulet, des 

déformations apicales ont été observées juste après la constriction apicale des cellules 

de l’épiblaste qui délaminent, suggérant une nouvelle fois l’induction de forces apico-

basales (Bancroft and Bellairs, 1974; Voiculescu et al., 2014).  

Parmi les autres étapes, on retrouve également le détachement apical ou encore la 

formation de protrusions, que je ne développerai pas. 

Néanmoins, si la TEM est un processus clé du développement, c’est également un 

processus majeur impliqué dans plusieurs contextes pathologiques comme la fibrose 

ou la progression tumorale lorsqu’il est dérégulé. 

3.2 La TEM dans la progression tumorale 

Au cours de la progression tumorale, la TEM a principalement été associée à la 

formation de métastases. C’est en effet, lorsque les cellules ont terminé la TEM et 

quitté l’épithélium qu’elles acquièrent des propriétés migratoires et sont capables de 

migrer vers d’autres tissus et par un processus inverse appelé transition mésenchyme-

épithélium, sont capables de former des tumeurs secondaires. Plusieurs études ont 
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d’ailleurs montré que l’expression des FT tel que TWIST, SNAIL et ZEB induit la 

formation de métastase et ce, dans différents types de cancers (Kahlert et al., 2011; 

Krebs et al., 2017).  

Néanmoins, la TEM est aujourd’hui considérée comme un processus beaucoup plus 

complexe qui influence la progression tumorale de bien d’autres manières que par la 

formation de métastases. En effet, la TEM n’est pas un processus noir-blanc, c’est-à-

dire que les cellules ne sont pas uniquement épithéliales ou mésenchymateuses mais 

peuvent acquérir des états intermédiaires où elles possèdent à la fois des 

caractéristiques épithéliales et mésenchymateuses (Nieto et al., 2016). C’est par 

exemple ce que l’on retrouve au niveau de la transition hyperplasie-dysplasie, étape 

clé de la progression tumorale sur laquelle je me suis concentrée au cours de ma 

thèse. En effet, il s’agit d’une étape au cours de laquelle les cellules cancéreuses 

perdent leurs caractéristiques épithéliales pour arborer un phénotype plus désorganisé 

et devenir indifférenciées, sans pour autant devenir complètement 

mésenchymateuses. C’est une étape cruciale car c’est le passage vers une tumeur 

dysplasique qui peut induire la transformation d’une tumeur bénigne en tumeur 

maligne devenant alors particulièrement dangereuse (Hanahan and Weinberg, 2011). 

Au cours de cette transition, les cellules, qui ont à la fois des caractéristiques 

épithéliales et mésenchymateuses, acquièrent un certain nombre de propriétés posant 

de réels problèmes lors des thérapies.  

En effet, plusieurs études réalisées sur des coupes de différentes tumeurs humaines, 

ont d’abord montré qu’il existait une corrélation entre la présence de marqueurs 

mésenchymateux (diminution de l’expression de E-cadhérine, expression anormale de 

E-cadhérine ou expression de N-cadhérine) et un mauvais pronostic et ce, dans 

différents types de cancers (Gravdal et al., 2007; Prudkin et al., 2009; Richmond et al., 

1997; Shioiri et al., 2006; Umbas et al., 1994).  Par la suite, d’autres études ont montré 

que les cellules qui subissaient une TEM partielle et se retrouvaient dans un état 

hybride acquéraient dans le même temps une forte résistance aux traitements 

thérapeutiques, qu’il s’agisse de drogues ou d’agents utilisés en chimiothérapie (Singh 

and Settleman, 2010) mais également dans le cas de l’immunothérapie. En effet, ces 

cellules hybrides développent des mécanismes de détournement du système 

immunitaire, rendant l’immunothérapie inefficace (Dongre et al., 2017; Kudo-Saito et 

al., 2009; Shibue and Weinberg, 2017).    
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Si la formation de métastases est l’étape de la progression tumorale responsable de 

la majorité des décès dans les cancers (Hanahan and Weinberg, 2000), la transition 

hyperplasie-dysplasie est également une étape cruciale dans le développement des 

cancers, nécessaire pour la formation de métastases. Comprendre comment cette 

transition est régulée représente donc un enjeu majeur dans la lutte contre le cancer.   

3.2.1 L’induction de la TEM par les cellules du microenvironnement 

Alors que la TEM est un processus particulièrement bien contrôlé dans un contexte 

développemental, au cours de la progression tumorale, de nombreux mécanismes 

permettent aux cellules cancéreuses d’effectuer la TEM sans aucun contrôle. Mis en 

évidence par des expériences de co-culture entre des lignées de cellules cancéreuses 

et des cellules du microenvironnement, ces mécanismes reposent principalement sur 

la libération de cytokines par les cellules du microenvironnement parmi lesquelles on 

trouve les fibroblastes et les cellules du système immunitaire. 

Figure 20 : L'induction de la TEM des cellules tumorales par les cellules du 
microenvironnement 
 

Ainsi, les fibroblastes, normalement impliqués dans le renouvellement de la matrice-

extracellulaire, sont détournés de leur fonction, deviennent des fibroblastes associés 

au cancer (CAF) et libèrent du TGFβ, de l’IL-6 et du EGF qui induit la TEM des cellules 

tumorales (Kalluri and Zeisberg, 2006; Shintani et al., 2016; Yu et al., 2014). De la 

même manière, les cellules du système immunitaire (macrophages associés à la 

tumeur, TAM, lymphocytes T) libèrent du TGFβ, du TNFα et de l’IL-6, responsables de 
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l’induction de la TEM (Figure 20)  (Bates and Mercurio, 2003; Bonde et al., 2012; Che 

et al., 2017; Fan et al., 2014; Goebel et al., 2015). 

 
3.2.2 L’induction de la TEM par les propriétés mécaniques  

Si les cellules du microenvironnement, notamment les cellules du système immunitaire 

ont été montrées comme induisant la TEM des cellules tumorales, de nombreuses 

études ont montré que les propriétés mécaniques de la tumeur et de son 

environnement jouent également un rôle capital dans la progression tumorale.  

En effet, les tumeurs sont soumises à différents stress mécaniques que l’on peut 

diviser en stress « liquide », dû à la pression du liquide interstitiel et le stress « solide », 

sur lequel je vais me concentrer, qui peut être dû d’une part à la compression exercée 

par l’environnement autour de la tumeur et d’autre part à la surprolifération de la 

tumeur elle-même (Broders-Bondon et al., 2018; Jain et al., 2014).  

3.2.2.1 La compression exercée par l’environnement autour de la tumeur 

La compression exercée par l’environnement de la tumeur est principalement due à la 

matrice extracellulaire (MEC) (voir 2.1.2.1) qui entoure la tumeur. En effet, dans la 

plupart des cancers, la balance entre dépôt de MEC et dégradation est fortement 

modifiée par les cellules du microenvironnement, induisant à la fois un changement de 

composition et d’organisation de la MEC (Lu et al., 2012). Les fibroblastes augmentent 

le dépôt de collagène I induisant ainsi une MEC plus rigide (Kalluri and Zeisberg, 

2006). C’est d’ailleurs à cause de cette augmentation de rigidité que certaines tumeurs 

peuvent être détectées lors d’un examen par des palpations, comme dans le cas du 

cancer du sein par exemple (Khaled et al., 2004). Si l’augmentation de rigidité de la 

MEC est associée à de réels problèmes d’accessibilité de la tumeur pour les différents 

agents de traitements (Dewhirst and Secomb, 2017), plusieurs études suggèrent que 

la rigidité de la MEC pourrait également fortement influencer la progression tumorale.  

En effet, plusieurs études ont montré par technique AFM sur des biopsies humaines 

qu’il existait une corrélation entre l’agressivité et la rigidité de différentes tumeurs 

(Acerbi et al., 2015; Conklin et al., 2011; Laklai et al., 2016; Lopez et al., 2011; 

Miroshnikova et al., 2016).   Par la suite, des études principalement faites sur des 

cultures 2D ou 3D de cellules montrent que la rigidité de la MEC pourrait induire la 

TEM des cellules tumorales. En effet, la culture de cellules sur substrat rigide induit (1) 
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une modification du programme transcriptionnel en favorisant la translocation 

nucléaire de FT impliqués dans la TEM tel que TWIST et SNAIL, (2) une augmentation 

de la motilité de ces cellules et (3) une augmentation de la résistance au traitement 

Laptinib qui inhibe normalement la prolifération cellulaire, trois caractéristiques d’un 

phénotype mésenchymateux (Elosegui-Artola et al., 2017; Lin et al., 2015; Seo et al., 

2015; Wei et al., 2015; Zhang et al., 2016). De plus, une étude réalisée chez la souris 

va également dans le sens d’un rôle important de la MEC dans la progression 

tumorale. Miller et al. ont en effet montré que l’inhibition pharmacologique de LOX, une 

enzyme impliquée dans l’organisation du collagène, réduit fortement la progression 

tumorale dans un modèle d’adénocarcinome pancréatique en bloquant complètement 

la formation de métastases (Levental et al., 2009; Miller et al., 2015).  

La MEC semble donc jouer un rôle important dans la progression tumorale. 

Néanmoins, la plupart de ces études sont principalement faites sur des cellules en 

culture qui reproduisent difficilement les véritables conditions dans lesquelles se 

développe une tumeur, soumise à de nombreux signaux in vivo. En effet, il existe de 

nombreux dialogues entre les différentes cellules du microenvironnement et les 

cellules tumorales qui vont s’influencer mutuellement pour faire progresser la tumeur. 

Par exemple, dans un cas de cancer du pancréas, une MEC rigide induit une forte 

tension au sein des cellules tumorales, qui vont à leur tour appliquer des forces sur la 

MEC, augmenter sa rigidité et favoriser la progression tumorale (Laklai et al., 2016).  

Si les propriétés de la MEC sont particulièrement importantes dans la progression 

tumorale, de plus en plus d’études montrent que les propriétés intrinsèques des 

cellules tumorales semblent l’être également. Néanmoins, les résultats contradictoires 

de ces études soulignent clairement le besoin de clarifier le rôle des propriétés 

mécaniques des cellules tumorales.  

3.2.2.2 Les propriétés intrinsèques des cellules tumorales 

L’étude des propriétés intrinsèques des cellules tumorales est un domaine en pleine 

expansion mais particulièrement difficile à adresser. En effet, l’examen de l’état des 

cellules repose principalement sur des techniques de mesure de la rigidité comme la 

technique d’AFM ou par les pinces optiques, souvent réalisées sur des cellules en 

culture. Néanmoins, nous avons vu précédemment que les cellules en culture ne 

reproduisent pas les conditions physiologiques dans lesquelles se développent les 

tumeurs au sein d’un individu. D’autre part, si de plus en plus d’études réalisent des 
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expériences d’AFM sur des biopsies réalisées chez l’homme, il est souvent difficile de 

décorréler la rigidité de la cellule tumorale elle-même et celle de son micro-

environnement, souvent entremêlées.  

Néanmoins, je vais tâcher dans cette partie de fournir une vue d’ensemble des études 

réalisées dans ce domaine pour montrer un lien entre propriétés mécaniques 

intrinsèques et progression tumorale et essayer d’éclaircir des résultats parfois 

contradictoires.  

Alors que plusieurs études ont montré que les cellules tumorales agressives sont plus 

souples que les cellules saines autour (Cross et al., 2007; Guck et al., 2005; 

Swaminathan et al., 2011), d’autres études ont montré qu’au contraire, les cellules 

tumorales, via une modification de leur cytosquelette d’actomyosine sont plus rigides 

que les cellules saines autour (Wu et al., 2020; Zhang et al., 2002). 

Si au premier abord, ces résultats semblent opposés puisqu’ils associent l’agressivité 

tumorale à la fois à des cellules souples et à des cellules rigides, ici plusieurs choses 

sont à prendre en considération dans l’interprétation de ces résultats. Tout d’abord, il 

est désormais admis qu’au sein d’une tumeur, il existe une forte hétérogénéité entre 

les cellules. Si au départ, la tumeur se forme à partir d’une cellule qui se multiplie 

rapidement, très vite, les cellules acquièrent d’autres mutations et peuvent se 

comporter de manière différente les unes des autres, pouvant conduire in fine à une 

hétérogénéité au niveau des propriétés mécaniques. De plus, la plupart des études 

réalisées sur ce sujet font référence aux propriétés mécaniques impliquées dans la 

« progression tumorale ». Cependant, la progression tumorale est un terme général 

employé dans des situations très différentes : la prolifération des cellules tumorales, la 

transition d’un état hyperplasique vers un état dysplasique ou encore la formation de 

métastases. La plupart du temps, les études font référence à la « progression 

tumorale » ou « l’agressivité tumorale » sans pour autant préciser de quelle étape il 

s’agit, pouvant conduire à des contradictions.  

Une étude de 2012 a permis de montrer par AFM sur des biopsie humaines que les 

cellules tumorales semblent avoir des propriétés mécaniques différentes selon l’état 

d’avancement de la tumeur. Dans cette étude, les résultats d’AFM réalisé sur des 

biopsies de sein contrôle,  d’une tumeur bénigne et d’une tumeur maligne cancéreuse 

montrent (1) que les cellules tumorales d’une tumeur bénigne sont plus rigides que les 
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cellules normales et (2) qu’au stade de tumeur maligne cancéreuse, les propriétés 

mécaniques des cellules sont beaucoup plus hétérogènes (Plodinec et al., 2012).  

Au vu de ces données disparates, je vais faire le bilan des connaissances actuelles 

des propriétés mécaniques des tumeurs suivant leur avancée dans la progression 

tumorale.  

3.2.2.2.1 La prolifération des cellules tumorales 

L’impact des propriétés mécaniques sur la prolifération des cellules tumorales a été 

montré par plusieurs études. Les propriétés mécaniques sont régulées par les 

différents cytosquelettes de la cellule mais ici, je me concentrerai sur le cytosquelette 

d’actomyosine.  

La dynamique du cytosquelette d’actomyosine est régulée par de nombreux acteurs, 

qui peuvent être dérégulés dans les cancers. Par exemple, les Rho GTPases, 

régulateurs de l’actine, sont particulièrement dérégulées dans les cancers (Fife et al., 

2014; Fritz et al., 1999; Orgaz et al., 2014). La surexpression de Rac1 est associée à 

une augmentation de la prolifération dans un modèle de cellules du cancer du côlon 

(Espina et al., 2008). Une autre étude a également montré dans une lignée de cellules 

de cancer du sein, que suite à l’activation de Src, les cellules passent par un état de 

rigidité transitoire, dépendant de EVL (pour Ena/VASP-like, un régulateur de l’actine) 

et que cela induit une importante prolifération de ces cellules, de façon ERK-

dépendante. De façon intéressante, ils suggèrent dans cette étude que cette 

augmentation de rigidité transitoire serait une étape qui précède l’évolution de la 

tumeur vers un état malin (Tavares et al., 2017). 

Certains régulateurs de la Myosine-II ont également été rapportés comme étant 

également dérégulés dans un certain nombre de cancers. ROCK, l’activateur de la 

Myosine-II non musculaire a plusieurs fois été observé comme étant surexprimé et 

associé à un mauvais pronostic dans différents types de cancers. Plusieurs études ont 

d’ailleurs montré que l’activation de ROCK induit une forte augmentation de la 

prolifération des cellules tumorales (Paszek et al., 2005; Rath et al., 2017; Samuel et 

al., 2011).  

Néanmoins, si la dérégulation de facteurs régulateurs du cytosquelette d’actomyosine 

a été associée à une augmentation de la prolifération, elle a également été associée 

à la dissémination des métastases. 
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3.2.2.2.2 Dissémination des métastases 

Les métastases représentent une étape bien particulière de la progression tumorale 

où des cellules quittent la tumeur primaire, migrent et envahissent d’autres tissus pour 

y former des tumeurs secondaires. Les études mentionnées précédemment associent 

les métastases a un état souple des cellules, ce qui semble cohérent avec la capacité 

des métastases à rejoindre les vaisseaux sanguins et s’extravaser pour envahir 

d’autres tissus (Cross et al., 2007; Guck et al., 2005; Swaminathan et al., 2011). 

Plusieurs études ont d’ailleurs montré qu’il y avait une corrélation inverse entre rigidité 

intracellulaire et capacité d’invasion et qu’augmenter la rigidité intracellulaire (via un 

knock-down de TWIST ou une activation de la Myosine-II non musculaire) inhibe la 

migration, la formation des métastases et améliore grandement la survie des individus 

dans un modèle de xénogreffes chez la souris (Bryan et al., 2020; Chen et al., 2018). 

Néanmoins, d’autres études ont montré au contraire, qu’augmenter les niveaux de 

ROCK et de Rho, deux régulateurs de la Myosine-II, stimule l’invasion et la formation 

de métastases dans un modèle de cellules de carcinome de colon (Croft et al., 2004). 

Une autre étude suggère que ROCK, pourrait faciliter la dissémination des métastases 

en perturbant l’intégrité de la MEC. En effet, cette étude montre qu’une inhibition 

transitoire de ROCK via un inhibiteur pharmacologique (1) perturbe l’intégrité de la 

MEC, (2) réduit fortement la dissémination de métastases et (3) permet d’obtenir une 

meilleure réponse de la tumeur à des molécules de chimiothérapie (Vennin et al., 

2017). Cette étude, ainsi que d’autres, suggèrent fortement que des inhibiteurs de 

ROCK pourraient être une bonne stratégie pour lutter contre la dissémination des 

métastases et offrir une meilleure réponse à des traitements thérapeutiques (Croft et 

al., 2004; Rodriguez-Hernandez et al., 2016; Sadok et al., 2015; Vennin et al., 2017). 

3.2.2.2.3 Transition vers un état plus agressif 

L’étape sur laquelle je me suis concentrée au cours de ma thèse est la transition d’un 

état hyperplasique vers un état dysplasique, plus agressif. Si les propriétés 

mécaniques intrinsèques des cellules ont particulièrement été étudiées pour leur rôle 

sur la prolifération et la dissémination des métastases comme nous l’avons vu 

précédemment, cette étape est clairement moins documentée. Une étude a tout de 

même montré chez la souris que l’augmentation de contractilité des cellules, via une 

activation de ROCK, accélère l’évolution de papillomes en carcinomes, des tumeurs 

plus agressives (Samuel et al., 2011). Néanmoins, dans cette étude les critères de 
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classification entre papillomes et carcinomes ne sont pas clairement évoqués ni 

démontrés. 

L’ensemble de cette partie a permis de voir qu’un certain nombre d’études a été mené 

pour étudier les propriétés mécaniques dans la progression tumorale, via la 

prolifération, l’évolution ou la dissémination de métastases. Avec l’ensemble de ces 

résultats, je propose en Figure 21 un modèle hypothétique de l’impact mécanique sur 

le développement des tumeurs. Les cellules de la tumeur passeraient par un état de 

rigidité transitoire qui favoriserait la prolifération et donc la formation de tumeurs 

hyperplasiques. La dissémination des métastases serait à l’inverse plutôt médiée par 

une souplesse de la cellule, qui lui permettrait de s’extravaser et de s’intravaser dans 

les différents tissus, même si certaines études présentent des résultats contradictoires. 

En parallèle, la rigidité croissante de la MEC joue également un rôle sur l’état 

mésenchymateux et la dissémination des métastases (Figure 21). Néanmoins, 

certains mécanismes identifiés semblent dépendants du type de cancers et un certain 

nombre de questions restent encore sans réponses :    

(1) Les propriétés mécaniques influencent-elles les étapes précoces de la 

progression tumorale ? Ont-elles un impact sur la transition hyperplasie-

dysplasie in vivo ? 

(2) Par quels mécanismes la tension cellulaire pourrait-elle affecter la progression 

tumorale ? 



 

58 
 

Figure 21 : Modèle hypothétique de l'impact mécanique sur la progression tumorale 
Résumé de l’impact des propriétés mécaniques sur la progression tumorale en prenant en considération la rigidité intracellulaire (en vert) et la rigidité de la 
MEC (en rouge). Si les études se sont focalisées sur les étapes de prolifération incontrôlée formant des tumeurs hyperplasiques et sur les étapes tardives 
comme la dissémination des métastases, rien n’est connu sur les étapes précoces du développement tumoral et la transition hyperplasie-dysplasie. 
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De façon générale, l’étude de la progression tumorale est souvent réalisée sur des 

cellules en culture même si d’autres modèles se développent de plus en plus. Ainsi, la 

co-culture entre différents types cellulaires, les organoïdes, les xénogreffes chez la 

souris ou le poulet permettent de plus en plus de se rapprocher des conditions de 

développement in vivo.  

Néanmoins, si les études sur cellules en culture ont permis d’avancer 

considérablement notre compréhension de la tumorigénèse, il est essentiel de les 

combiner à des études réalisées sur des organismes modèles. En effet, chaque 

modèle, qu’il s’agisse de cellules en culture ou d’organismes modèles, présente ses 

avantages et ses inconvénients mais les deux restent complémentaires. 

 

4 La drosophile comme organisme modèle d’étude de la 
tumorigénèse 

Parmi les organismes modèles les plus utilisés, la souris est le premier auquel on 

pense lorsqu’il s’agit de progression tumorale. Toutefois, la drosophile Drosophila 

melanogaster s’est révélée être un modèle particulièrement intéressant pour étudier 

cet aspect, comme nous allons le voir. 

Aussi appelée mouche du vinaigre, la drosophile est un organisme modèle utilisé 

maintenant depuis plus de 100 ans pour aborder toute sorte de questions de biologie 

cellulaire ou du développement et de plus en plus pour des aspects d’oncologie. Son 

faible coût, sa rapidité de reproduction ou encore le grand nombre d’individus que l’on 

peut obtenir rapidement en font un modèle très facile à utiliser et manipuler. Ce modèle 

présente également de gros atouts au niveau génétique. Si de nombreux outils 

génétiques (lignées ARNi, lignées rapportrices, mutants…) sont à disposition de la 

communauté, c’est le système UAS/Gal4 et les autres systèmes du même genre (LexA 

et QF) qui font de la drosophile un modèle particulièrement puissant (Brand and 

Perrimon, 1993; Potter and Luo, 2013; Yagi et al., 2010). En effet, ces systèmes 

permettent d’exprimer un transgène (ARNi, GFP, etc…), dans des domaines 

spécifiques afin de suivre facilement leurs effets, au sein d’un territoire d’intérêt. 

Comme mentionné précédemment, la drosophile présente l’avantage d’avoir un 

développement plutôt rapide qui dure environ 11 jours à 25°C. Après un accouplement, 
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la femelle pond des œufs desquels sortiront au bout de 24 heures des larves. Les 

larves grandissent et passent par trois stades larvaires différents (L1, L2 et L3), stades 

au cours duquel la prolifération est particulièrement importante et auquels je me suis 

intéressée. Vient ensuite la métamorphose, stade qui dure environ 5 jours pendant 

lequel l’individu s’entoure d’un cocon appelé pupe jusqu’à ce que l’adulte sorte (Figure 

22). 

Figure 22 : Le cycle de développement de la drosophile 
Le cycle de développement dure environ 11 jours à 25°C. Après l’accouplement, la femelle drosophile 
pond des œufs desquels sortiront des larves au bout de 24h. Après avoir passé trois stades larvaires 
successifs (L1, L2, L3), les larves rentrent en métamorphose, protégées par un cocon appelé pupe. Au 
bout de 5 jours, un individu adulte sort de la pupe et est prêt à se reproduire. 
 

Le cancer provient avant tout d’une dérégulation du processus de prolifération et de 

différenciation des cellules. Si plusieurs aspects du cancer ne peuvent pas être 

reproduits chez la drosophile, l’étude de la fonction d’un ou plusieurs gènes sur la 

prolifération est au contraire très facile à mettre en œuvre chez cet organisme. En 

effet, si chez les mammifères le développement d’un cancer nécessite souvent 

plusieurs mutations qui s’accumulent avec le temps, chez la drosophile, l’induction 

d’un cancer peut se faire à partir d’une seule mutation, rendant l’analyse et la 

compréhension du processus plus simple.  
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De plus, de nombreux mécanismes et voies de signalisation sont conservées entre 

l’Homme et la drosophile. Par exemple, 75% des gènes mutés ou délétés impliqués 

dans des pathologies humaines ont leurs homologues chez la drosophile (Mirzoyan et 

al., 2019). Par ailleurs, de nombreux gènes impliqués dans la formation de cancers 

chez l’Homme ont d’abord été identifiés chez la drosophile comme responsables de la 

formation de tumeurs. L’exemple du gène le plus souvent cité pour illustrer ce fait est 

l’identification du gène lethal giant larvae (lgl) dans les années 1930. Ce gène, impliqué 

dans la polarité apico-basale induit, lorsqu’il est muté, la surprolifération importante 

des tissus puis conduit à la mort de l’individu (Bryant and Schubiger, 1971; Froldi et 

al., 2008; Gateff, 1978). lgl est donc le premier gène suppresseur de tumeurs identifié 

chez la drosophile. Des résultats similaires ont été obtenus avec les interacteurs de 

Lgl, Dlg et Scribble, également impliqués dans la mise en place et le maintien de la 

polarité apico-basale (Bilder et al., 2000). Ces trois composants ont par la suite été 

rapportés comme étant mutés et réprimés chez l’homme et ce, dans de nombreux 

cancers (Grifoni et al., 2004; Kuphal et al., 2006; Navarro et al., 2005; Schimanski et 

al., 2005). 

Figure 23 : Les tumeurs chez la drosophile 
Exemples de tissus qu’il est possible de manipuler chez la larve (A) et chez l’adulte (B) pour induire la 
formation de tumeurs. Adapté de (Gonzalez, 2013) 
 

Si les cancers peuvent se développer à partir de plusieurs tissus différents chez 

l’homme, il est également possible d’induire des mutations dans différents tissus chez 

la drosophile grâce au système UAS-Gal4 ; que cela soit chez la larve ou chez l’adulte. 

Par exemple, en induisant certaines mutations spécifiquement au niveau des muscles, 

des précurseurs hématopoïétiques chez la larve ou encore des cellules de l’intestin 
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chez l’adulte, il est possible de reproduire jusqu’à une certaine limite des 

myosarcomes, leucémie aigüe myéloïde et cancer de l’intestin respectivement 

(Gonzalez, 2013; Tipping and Perrimon, 2014) (Figure 23).  

Au cours de ma thèse, je me suis particulièrement intéressée aux cancers issus de 

cellules épithéliales, que l’on peut facilement reproduire dans des structures que l’on 

appelle les disques imaginaux. 

Figure 24 : Les disques imaginaux chez la drosophile 
(A) Les disques imaginaux sont des structures que l’on retrouve chez la larve et qui donneront les 
différents appendices que l’on trouve chez l’adulte comme les pattes et les ailes par exemple. (B) 
Schématisation du disque imaginal d’aile, constitué d’un épithélium monocouche entouré d’une 
membrane péripodiale. Des myocytes (en orange sur le schéma) sont présents sous les cellules 
épithéliales constituant le notum. Adapté de (Wolpert et al., 1998) 
 

Les disques imaginaux sont des structures particulières que l’on trouve chez la larve 

et qui, au cours de la métamorphose, se transforment pour donner les différents 

appendices chez l’adulte comme les ailes et les pattes (Figure 24A). Ils sont constitués 

d’un épithélium monocouche, comprenant entre 20 000 et 50 000 cellules et sont 

entourés de cellules squameuses qui constituent la membrane péripodiale. Les 

cellules de l’épithélium, reliées entre elles par des jonctions intercellulaires et reposant 

sur une matrice extracellulaire présentent une organisation très similaire à ce que l’on 

trouve chez les mammifères, bien que la position respective selon l’axe apico-basal 

des jonctions adhérentes et des jonctions serrées (que l’on appelle jonctions septées 

chez la drosophile) soit inversée (Figure 25) (Buckley and St Johnston, 2022b).  
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Figure 25 : Comparaison des jonctions intercellulaires entre la drosophile et les 
mammifères 
Schémas représentant les jonctions intercellulaires chez la drosophile où les jonctions adhérentes et 
serrées sont inversées par rapport aux mammifères. 
 

Au cours de ma thèse, j’ai utilisé le disque imaginal d’aile. Il est constitué de trois 

régions : la zone précurseur de l’aile (qui donnera l’aile chez l’individu adulte), la région 

charnière (qui servira d’attache entre l’aile et le thorax) et la zone du notum (qui 

donnera une partie du thorax chez l’adulte (Figure 24B). Pour mes travaux, j’ai utilisé 

plus particulièrement la région précurseur de l’aile (Figure 24B, en vert) qui présente 

l’avantage d’être simple à manipuler, relativement étendue (ce qui permet de 

s’affranchir d’un phénomène de compétition cellulaire) et qui ne présente pas 

d’interactions avec d’autres types cellulaires contrairement à la région du notum qui 

repose sur des myocytes par exemple (Figure 24B, en orange). 

La drosophile est donc un modèle particulièrement intéressant pour étudier la 

tumorigénèse. En effet, ses nombreux outils génétiques permettent de reproduire 

facilement les différentes étapes de la progression tumorale comme nous allons le voir 

dans cette partie.           

4.1 La formation de tumeurs hyperplasiques   

4.1.1 La prolifération incontrôlée 

Chez la drosophile, de nombreuses mutations ont été identifiées comme responsables 

de l’apparition d’une tumeur à la suite d’une prolifération incontrôlée. Par exemple, la 
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mutation RasV12 de l’élément Ras de la voie des MAPK/ERK qui est fréquemment 

observée dans de nombreux cancers chez l’Homme (Bos, 1988), conduit aussi à la 

formation de tumeurs hyperplasiques chez la drosophile (Karim and Rubin, 1998). De 

plus, il est également possible de jouer à d’autres niveaux de cette même voie, par 

exemple en surexprimant le récepteur EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) 

(Herranz et al., 2016). Si la voie des MAPK/ERK a été particulièrement étudiée, la 

perturbation d’autres voies de signalisation peut aussi conduire à la formation de 

tumeurs. Par exemple, une mutation activatrice au niveau de Notch, un récepteur 

protéique impliqué dans de nombreux processus développementaux, conduit à son 

activation en continu, une surprolifération et la formation d’une tumeur dans le disque 

d’aile (Go et al., 1998). Les mutations au niveau de Notch sont d’ailleurs très 

fréquentes dans les cancers chez l’homme (Zhou et al., 2022). Également, des 

mutations au niveau des différents acteurs de la voie de signalisation Hippo (Figure 

27), fréquemment affectée dans les cancers, conduisent à une forte surprolifération 

(Justice et al., 1995; Mahoney et al., 1991; Tapon et al., 2002).  

Si la perturbation de certaines voies de signalisation peut conduire à la formation de 

tumeurs hyperplasiques, l’environnement des cellules tumorales, particulièrement les 

interactions avec d’autres types cellulaires, tout comme chez les mammifères, peut 

avoir une certaine importance dans la prolifération des cellules tumorales chez la 

drosophile.  Si la drosophile ne possède pas de fibroblastes, d’autres types cellulaires 

autour de la tumeur ont été montrés comme influençant la progression tumorale. Par 

exemple, dans un modèle de tumeur induite dans la partie notum du disque imaginal 

d’aile, Boukhatmi et al., montrent que l’interaction des cellules tumorales avec les 

myocytes (cellules précurseurs des muscles situées sous le notum, en orange sur la 

Figure 24B), conduit à l’activation de Notch dans les myocytes qui surprolifèrent et 

participent à la croissance de la tumeur (Boukhatmi et al., 2020). Une autre étude 

montre que les zones d’interactions entre plusieurs types cellulaires forment ce que 

l’on appelle des « points chauds » (« hotspots »), plus sensibles au développement de 

tumeurs. Ainsi l’utilisation d’une forme mutée de Notch dans la glande salivaire peut 

n’avoir qu’un faible effet dans certaines cellules mais induire la formation d’une tumeur 

dans les cellules voisines dont l’environnement est distinct (Yang et al., 2019).    

De façon générale, les interactions entre cellules tumorales et autres types cellulaires 

modifient fortement la croissance tumorale, notamment via l’induction de certaines 
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voies de signalisation au sein des cellules tumorales. La voie c-Jun N-terminal kinase 

(JNK) permet chez la drosophile d’assurer un développement correct en induisant par 

exemple l’apoptose des cellules anormales. Néanmoins, si en induisant l’apoptose, la 

voie JNK a longtemps été considérée comme une voie antitumorale, de plus en plus 

d’études montrent que bien souvent, son rôle est détourné au sein des cellules 

tumorales et que son activation favorise la croissance tumorale (Diwanji and 

Bergmann, 2020; Fogarty et al., 2016; Pinal et al., 2018). Elle a également été montrée 

comme induisant l’activation d’une autre voie de signalisation, la voie JAK/STAT. 

Normalement impliquée dans la prolifération, cette voie de signalisation est souvent 

suractivée dans les cellules tumorales, induisant une forte croissance de la tumeur 

(González et al., 2009; Harrison et al., 1995; Yang et al., 2019).  

Enfin, des études montrent que certains composants du cytosquelette d’actine 

pourraient également être impliqués dans la tumorigénèse. Par exemple Cheerio, un 

membre de la famille des filamines, impliqué dans l’organisation du cytosquelette 

d’actine a été montré comme essentiel dans la prolifération des tumeurs RasV12/scrib-

/- dans lesquelles son inhibition ralentit très fortement la prolifération des cellules 

tumorales (Külshammer and Uhlirova, 2013; Külshammer et al., 2022). Également, 

une autre étude a démontré que la coopération entre RhoGEF2, un régulateur de la 

Myosine-II, et une forme activée de Ras conduit à l’activation de la voie JNK, ce qui 

favorise la prolifération des cellules tumorales et la croissance de la tumeur (Khoo et 

al., 2013).  

Ainsi, de nombreuses mutations ont été identifiées comme étant responsables de 

l’apparition de tumeurs hyperplasiques. Ces études mettent aussi en avant 

l’importance de la communication entre différents types cellulaires et les composants 

du cytosquelette. 
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4.1.2 La résistance accrue à l’apoptose 

Si l’hyperplasie est le résultat d’une surprolifération, elle peut aussi être due à une 

diminution de l’apoptose qui peut amplifier ce phénomène et prévenir l’élimination des 

cellules. Chez la drosophile, la cascade apoptotique est assez similaire à celle des 

mammifères, bien que légèrement plus simple. Plusieurs voies de signalisation 

peuvent conduire à l’apoptose en activant notamment les gènes pro-apoptotiques hid, 

reaper et grim. Une fois activés, Hid, Reaper et Grim peuvent, en se fixant à Diap1 

(Drosophila IAP) l’inhiber comme chez les mammifères. Cette inhibition permet ainsi 

l’activation des caspases parmi lesquelles on trouve par exemple Dronc, une caspase 

activatrice qui va, à son tour, activer les caspases effectrices comme Dcp1 et Ice qui 

vont ensuite, en agissant sur différentes cibles induire l’apoptose (Figure 26) (Fuchs 

and Steller, 2015).  

 
Figure 26 : La cascade apoptotique chez la drosophile 
La cascade apoptotique chez la drosophile est très similaire à celle des mammifères, bien que plus 
simple. A la suite d’un stimulus apoptotique, les gènes hid, reaper et grim sont activés et peuvent inhiber 
Diap1 (Drosophila IAP). Cette inhibition permet d’activer les caspases activatrices, dont Dronc, qui 
peuvent ensuite activer les caspases exécutrices. En parallèle, l’activation des trois gènes pro-
apoptotiques induit l’activation de Buffy qui peut inhiber Debcl (l’équivalent de Bcl2 chez les 
mammifères) et induire l’activation de Ark, un composant de l’apoptosome. Adapté de (Fuchs and 
Steller, 2015) 
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La drosophile permet également de reproduire le phénomène de résistance accrue à 

l’apoptose dans les cellules tumorales. Dans une étude réalisée sur le disque imaginal 

d’œil-antenne, l’induction de clones mutants pour lgl-/-, en plus d’induire la formation 

de tumeurs, perturbe le patron normal d’apoptose suggérant que la mutation lgl-/- 

inhiberait l’apoptose (Grzeschik et al., 2007). Si dans ce contexte, la diminution de 

l’apoptose induite par la mutation lgl-/- n’est pas spécialement étudiée, d’autres études 

ont toutefois identifié certains des mécanismes par lesquels les cellules tumorales 

développent une résistance accrue à l’apoptose, notamment via des études réalisées 

sur la voie Hippo. 

La voie Hippo est une voie de signalisation particulièrement importante dans le 

contrôle de la taille des organes en régulant à la fois la prolifération et la mort cellulaire. 

Cette voie est normalement maintenue inactive via un jeu de phosphorylation entre les 

kinases Hippo et Warts. Néanmoins, lorsque la voie est activée, l’inhibition des trois 

kinases permet l’activation et la translocation du facteur de transcription Yorkie (Yki) 

(homologue de YAP chez les mammifères) dans le noyau qui induit l’expression de 

gènes cibles comme la Cycline E pour favoriser la prolifération cellulaire mais 

également Diap1 pour empêcher l’apoptose (Figure 27) (Davis and Tapon, 2019). 

Dans les cancers, les mutations au niveau de cette voie sont particulièrement 

nombreuses (Harvey et al., 2013), menant principalement à la suractivation de la voie. 

Chez la drosophile, de nombreuses études ont pu montrer que la suractivation de la 

voie Hippo, que ce soit par l’inactivation de Hippo, Warts ou Salvador ou par la 

suractivation de Yki, conduit à une surprolifération des tissus et donc à la formation de 

tumeurs ainsi qu’une forte résistance à l’apoptose, notamment via la surexpression de 

Diap1 (Huang et al., 2005b; Tapon et al., 2002; Wu et al., 2003). Deux autres études 

ont également mis en évidence que l’activation de la voie Hippo, en plus de prévenir 

l’apoptose via la surexpression de Diap1, le fait également via l’expression d’un micro-

ARN appelé bantam. En effet, dans ces études, les auteurs montrent que la 

suractivation de la kinase Hippo induit une forte apoptose et que dans ce cas, la co-

expression de bantam est suffisante pour bloquer cette apoptose (Nolo et al., 2006; 

Thompson and Cohen, 2006). Une étude un peu plus récente montre que l’inhibition 

de bantam réduit fortement la prolifération dans des tumeurs EGFR (Epidermal Growth 

Factor Receptor), suggérant que bantam jouerait à la fois sur la prolifération et sur 

l’apoptose (Herranz et al., 2012).  
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Figure 27 : Voie de signalisation Hippo et dérégulation dans les cancers 
La voie de signalisation Hippo repose sur une série de phosphorylation entre les différentes kinases de 
la voie. Lorsque la voie n’est pas activée, la kinase Hippo, associée à Salvador active Warts en la 
phosphorylant qui peut en conséquence inhiber Yorkie. Lorsque la voie est activée, les kinases Hippo, 
et Warts sont inactivées, permettant ainsi l’activation de Yorkie, sa translocation dans le noyau qui 
permet la transcription des gènes cibles parmi lesquels on retrouve la Cycline-E, induisant la 
prolifération, Diap1 et bantam conférant une activité anti-apoptotique. Cette voie de signalisation est 
très souvent mutée dans les cancers, à différents endroits de la voie (indiqué dans les cadres rouges), 
induisant une activation constitutive de la voie. 
 

Enfin, des études, cette fois-ci réalisées en contexte développemental et non tumoral, 

ont montré que l’activation de la voie des MAPK et particulièrement l’activation de Ras 

prévient l’apoptose induite par le gène hid (Bergmann et al., 1998; Kurada and White, 

1998). Également, une étude réalisée au cours du développement de la drosophile a 

montré que l’activation de la voie EGFR dans certaines cellules du thorax induit 

rapidement (dès 15 minutes) l’inhibition de l’apoptose dans les cellules voisines (Valon 

et al., 2021). Les mutations de Ras et de EGFR, notamment celles induisant leur 

activation étant particulièrement fréquentes dans les cancers, ces études ouvrent peut-

être la voie vers l’identification de nouveaux mécanismes par lesquels les cellules 

tumorales acquerraient une résistance accrue à l’apoptose, via Ras qui préviendrait 

l’apoptose en réprimant le gène pro-apoptotique hid ou via EGFR par un mécanisme 

encore indéterminé. Ces différents exemples permettent de mettre en évidence que, 

tout comme chez les mammifères, les cellules tumorales sont capables de jouer à 
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différents niveaux, que ce soit au niveau transcriptionnel ou au niveau post-

traductionnel pour induire une résistance accrue à l’apoptose, un phénomène 

favorisant la croissance tissulaire lors des hyperplasies. 

4.2 La formation de tumeurs dysplasiques 

Si la prolifération incontrôlée est à l’origine des tumeurs hyperplasiques, c’est-à-dire 

des tumeurs au sein desquelles les cellules conservent leurs propriétés épithéliales, 

certaines tumeurs peuvent par la suite évoluer pour devenir plus agressives et devenir 

dysplasiques (Figure 28).  

4.2.1 Perturbation de la polarité apico-basale 

Des études ont permis des avancées significatives en montrant que la perturbation de 

la polarité apico-basale conduisait à la formation d’une tumeur dysplasique. En effet, 

les tumeurs dysplasiques sont constituées de cellules mésenchymateuses qui ont 

donc perdu au moins une partie de leurs caractéristiques épithéliales, dont la polarité 

apico-basale fait partie. Les mutations des composants responsables de la polarité 

apico-basale, comme lgl, scribble, dlg, bazooka ou encore aPKC ont donc été 

associées à la formation de tumeurs dysplasiques (Bilder, 2004; Dow et al., 2007; 

Leong et al., 2009; Ling et al., 2010). D’autres mutations de gènes suppresseurs de 

tumeurs, comme Syntaxine 7 (Syx7), aussi appelé Avalanche ont également été 

montrées comme induisant la formation de tumeurs dysplasiques suite à une 

perturbation de l’endocytose qui induirait une expansion de la membrane apicale et 

perturberait ainsi la polarité apico-basale (Colombani et al., 2012; Lu and Bilder, 2005). 

Par la suite, des études ont également montré que la combinaison de certaines 

mutations induisait la formation de tumeurs dysplasiques. Par exemple la combinaison 

de mutations impliquées dans la prolifération incontrôlée comme RasV12 ou EGFR 

combinées à des mutations induisant une perte de polarité apico-basale conduit à la 

formation de tumeurs particulièrement agressives pouvant même évoluer jusqu’à la 

formation de métastases (Brumby and Richardson, 2003; Dow et al., 2008; Igaki et al., 

2006; Pagliarini and Xu, 2003). Par ailleurs, on a longtemps cru qu’il fallait que les 

deux mutations soient présentes au sein de la même cellule tumorale pour que cela 

induise une tumeur agressive. Néanmoins, il existe une coopération entre cellules 

tumorales : induire côte à côte des cellules mutantes pour RasV12 et pour scrib-/- suffit 
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à induire la formation de tumeurs particulièrement agressives. Les auteurs ont ainsi 

identifié que les cellules tumorales communiquent entre elles via différents ligands 

relargués qui, ensemble vont agir en synergie lors de la formation de dysplasies(Wu 

et al., 2010). 

 

Figure 28 : Les différentes étapes de la formation de tumeurs chez la drosophile 
(A-B) Exemples des différentes étapes de la progression tumorale de tumeurs induites dans les disques 
imaginaux d’œil-antenne et les lobes optiques, marquées à la GFP, au niveau du complexe céphalique 
(A) et à l’échelle de l’individu (B). Des tissus contrôle marqués à la GFP sont montrés à gauche. A la 
suite de certaines mutations (ici, la mutation RasV12), les disques imaginaux prolifèrent et forment des 
tumeurs hyperplasiques. Les tumeurs peuvent ensuite évoluer en tumeurs dysplasiques, qui deviennent 
plus difformes (ici, combinaison de mutations dAKt/scrib-/-, lats-/-). Enfin, les tumeurs peuvent aussi 
envahir la corde ventrale (A, panel de droite, flèche blanche) et former des métastases que l’on peut 
observer au postérieur de la larve (ici, suite à la combinaison de mutations rasV12, scrib-/-) (B, panel de 
droite, tête de flèche). Adapté de (Pagliarini and Xu, 2003). 
 

  

4.2.2 Facteurs qui influencent les tumeurs dysplasiques 

Enfin, si les mutations en elles-mêmes sont responsables de la formation de tumeurs 

dysplasiques, certains mécanismes additionnels comme des cellules du 

microenvironnement par exemple peuvent amplifier l’agressivité de la tumeur.  
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Par exemple, des études ont montré que suite à l’induction de tumeurs dysplasiques 

causées par la combinaison de mutations rasV12/scrib-/-, des macrophages (appelés 

hémocytes chez la drosophile) sont recrutés et activés à proximité de la tumeur suite 

au relargage de ROS (« reactive oxygen species », Espèces Réactives à l’Oxygène) 

par les cellules tumorales. Ils montrent également que ce recrutement d’hémocytes 

favorise la prolifération des cellules tumorales, accroissant l’agressivité de la tumeur 

(Bergmann et al., 2017; Diwanji and Bergmann, 2020). Néanmoins, le rôle des 

hémocytes semble être plus compliqué que simplement pro-tumoral et peut-être 

dépendant des tumeurs. En effet, une autre étude montre que l’élimination des 

macrophages dans un même modèle de tumeur RasV12/scrib-/-, conduit à une 

augmentation de la taille de la tumeur, suggérant dans ce cas que les macrophages 

limiteraient la prolifération des cellules tumorales (Pastor-Pareja et al., 2008).  

Ces rôles à la fois pro- et anti-tumoraux pourraient faire écho à ce qui a été observé 

chez les mammifères. En effet, chez les mammifères les macrophages peuvent être 

activés de différentes manières et devenir soit des « macrophages-M1 » impliqués 

dans une réponse inflammatoire, soit des « macrophages-M2 », impliqués dans la 

réparation des tissus. Ayant des fonctions différentes, au niveau d’une tumeur, les 

macrophages-M2 ont plutôt été associés à la croissance tumorale en relarguant 

certaines cytokines tandis qu’au contraire, les macrophages-M1 éliminent 

normalement les cellules tumorales (Yunna et al., 2020, 2). Dans les études 

présentées précédemment chez la drosophile, les hémocytes sont activés de manière 

différentielle. En effet, d’un côté, les hémocytes sont activés suite au relargage de ROS 

par les cellules tumorales (Bergmann et al., 2017; Fogarty et al., 2016) tandis que de 

l’autre, ils sont activés suite au relargage d’Unpaired (Upd), le ligand de la voie 

JAK/STAT par les cellules tumorales (Pastor-Pareja et al., 2008). Si la classification 

en macrophages-M1 et M2 n’a pas été démontrée chez la drosophile, il est tout à fait 

possible que la voie par laquelle les hémocytes sont activés conduise in fine à un rôle 

pro ou antitumoral selon les cas.  

De façon générale, si dans ces études, les hémocytes agissent comme un 

accélérateur de croissance de la tumeur, ce sont d’abord des mutations spécifiques 

qui sont responsables de la formation de tumeurs dysplasiques chez la drosophile.  

Chez l’homme, la perte de polarité apico-basale, à l’origine du phénotype 

mésenchymateux des cellules et de la formation de tumeurs dysplasiques, est une 
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conséquence d’une accumulation de mutations au fil des années qui perturbent le 

fonctionnement normal de la cellule. Au contraire, dans les études réalisées chez la 

drosophile, la plupart des mutations perturbent directement la polarité apico-basale et 

induisent la formation de tumeurs dysplasiques en quelques jours. Si ces études ont 

permis d’améliorer notre compréhension des tumeurs dysplasiques, elles ne 

permettent cependant pas d’étudier le caractère évolutif des tumeurs. En effet, un point 

crucial dans la compréhension de la tumorigénèse repose sur l’identification des 

mécanismes dérégulés dans les tumeurs hyperplasiques qui pourraient induire un 

phénotype mésenchymateux et donc la transition vers un état dysplasique. Peu 

d’études ont été réalisées dans cet objectif. Néanmoins, une étude de 2018 a permis 

de montrer qu’un changement métabolique, particulièrement l’expression d’une 

enzyme lactate déshydrogénase (LDH), dans les cellules tumorales pouvait induire la 

conversion d’une tumeur hyperplasique en tumeur dysplasique. Ils réalisent également 

l’expérience inverse et montrent que l’inhibition de cette enzyme dans un contexte 

normalement agressif empêche l’évolution de cette tumeur. Ces expériences 

démontrent ainsi le rôle particulièrement important de cette enzyme sur la progression 

des tumeurs dépendantes du récepteur EGFR (Eichenlaub et al., 2018).  

Ainsi, dans cette partie nous avons vu que certaines mutations responsables de la 

perte de polarité apico-basale sont responsables de la formation de tumeurs 

dysplasiques et que ces tumeurs peuvent en plus, être influencées par des éléments 

extérieurs à la tumeur comme la présence d’hémocytes. Le métabolisme peut aussi 

favoriser la transition d’une tumeur hyperplasique vers une tumeur dysplasique.  

4.3 Les étapes tardives de la progression tumorale 

Si comme nous venons de le voir, la drosophile permet de reproduire des tumeurs 

dysplasiques, c’est un modèle qui permet également de reproduire des étapes 

beaucoup plus tardives associées au cancer, c’est-à-dire la formation de métastases 

ou encore la cachexie, un symptôme associé au cancer. 

4.3.1 Invasion, formation de métastases 

Chez la drosophile, pour déterminer la capacité d’invasion et de formation des 

métastases, le plus courant consiste à induire des mutations au niveau du disque 

imaginal d’œil-antenne et d’observer si les cellules tumorales, marquées par une GFP 
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par exemple, envahissent la corde ventrale ou non (Figure 28A). Néanmoins, dans ce 

genre d’étude, il est difficile de conclure qu’il s’agisse bien d’une invasion et que la 

tumeur en question soit effectivement devenue plus agressive. En effet, en regardant 

simplement à l’échelle tissulaire, il est impossible de dire quel est le phénotype des 

cellules en question. De plus, même si des cellules se retrouvent au niveau de la corde 

ventrale, il est tout à fait envisageable qu’il s’agisse simplement du résultat d’une 

surprolifération particulièrement importante qui finit par atteindre la corde ventrale. 

Les métastases, eux, sont le résultat de l’acquisition de propriétés migratoires par les 

cellules tumorales qui peuvent donc migrer hors de la tumeur primaire pour aller former 

ailleurs dans l’organisme des tumeurs secondaires. Bien que la drosophile possède 

un système circulatoire ouvert contrairement à l’homme qui possède un système de 

vaisseaux sanguins et lymphatiques, il est tout à fait possible d’y étudier la formation 

de métastases. Pour cela, la stratégie la plus souvent utilisée est l’induction d’une 

tumeur au niveau des disques d’œil-antenne et des lobes optiques du cerveau puis, 

en utilisant une GFP qui est spécifique des cellules tumorales (grâce au système UAS-

Gal4), il est possible de suivre ces cellules et de déterminer si elles se détachent de la 

tumeur primaire. La réalisation d’un crible génétique a d’ailleurs permis de mettre en 

évidence des combinaisons de mutations qui généraient des métastases. En effet, 

dans cette étude, les auteurs ont réalisé des clones mutants pour différentes 

combinaisons de mutations au niveau des disques d’œil-antenne et ils ont observé 

quelques jours plus tard la présence de points marqués à la GFP dans la zone 

postérieure de la larve, montrant que les cellules induites dans le disque d’œil-antenne 

ont bien migré à travers l’organisme (Figure 28B) (Pagliarini and Xu, 2003).  

Néanmoins, si les métastases sont à l’origine d’un grand nombre de décès dans les 

cas de cancer, la cachexie, un symptôme associé à des stades avancés peut 

également diminuer fortement le pronostic de survie.  

4.3.2 La cachexie, un symptôme associé au cancer 

La cachexie est un symptôme particulièrement sévère associé à de nombreuses 

maladies dont le cancer fait partie. Il s’agit de la « fonte » des muscles et du tissu 

adipeux, causant ainsi une importante fatigue et un amaigrissement de l’individu, 

souvent associé à des stades avancés de cancers. Conséquence du développement 
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d’un cancer, la cachexie, en affaiblissant grandement l’individu, serait responsable de 

20% des décès observés dans les cancers (Fearon et al., 2013).  

Chez la drosophile, certains contextes génétiques permettent de reproduire ce 

phénomène de cachexie et plusieurs études ont d’ailleurs permis d’identifier des 

mécanismes qui en sont responsables. Par exemple, Figueroa-Clarevega et Bilder ont 

montré qu’une tumeur rasV12/scrib-/- transplantée dans l’abdomen d’une mouche 

sauvage induit la dégénérescence des ovaires et des muscles, et donc de la cachexie. 

Ils ont pu mettre en évidence que la tumeur transplantée induit la production de ImpL2 

(homologue de IGFBP pour Insulin Growth Factor Binding Protein) qui modifie le 

programme métabolique de l’hôte en inhibant l’activité de l’insuline et la glycolyse et 

que cela induit la cachexie (Figueroa-Clarevega and Bilder, 2015). Une autre étude,  

réalisée en utilisant une forme active de Yorkie dans les cellules souches intestinales 

de la drosophile, a également mis en évidence le rôle de ImpL2 dans l’induction de la 

cachexie. Ils montrent qu’une déplétion de ImpL2 permet de sauver le phénotype 

associé à la cachexie (Kwon et al., 2015). Enfin, une étude plus récente a permis de 

montrer que des tumeurs RasV12/dlgRNAi induites dans le disque imaginal d’aile 

induisent de la cachexie en libérant MMP1 qui induit la dégradation de la matrice 

extracellulaire du corps gras et des muscles (Lodge et al., 2021). 

Ainsi nous avons vu dans cette partie que la drosophile est un excellent modèle 

permettant de reproduire de nombreux aspects de la tumorigénèse afin de les étudier 

dans un modèle plus simple que chez les mammifères. En Figure 29, je propose un 

bilan des données connues sur la tumorigénèse chez la drosophile. Un certain nombre 

de choses sont connues, même si la plupart du temps, ces études font référence à 

une augmentation de la prolifération des cellules tumorales. Si de nombreuses 

mutations ou combinaisons de mutations ont été identifiées comme responsables de 

la formation d’une tumeur dysplasique ou encore la formation de métastases, la plupart 

ciblent directement la machinerie de polarité apico-basale. En revanche, très peu de 

choses sont connues en ce qui concerne les mécanismes responsables de l’évolution 

progressive d’une tumeur hyperplasique en tumeur dysplasique, qui est pourtant une 

des étapes clés du développement tumoral.
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Figure 29 : Bilan des données connues sur la tumorigénèse chez la drosophile 
(A-B) Exemples (A) et représentation schématique de la progression tumorale chez la drosophile (B, haut). (B) Associés aux principales étapes sont 
mentionnées dans les cadres orange et verts respectivement les études en rapport avec le contexte génétique et celles reliées à l’impact de paramètres 
additionnels dans la tumorigénèse. Les points d’interrogation pointent les étapes peu voire non étudiées chez cet organisme modèle. 
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Objectifs de la thèse 
 

Le cancer est une pathologie qui représente la première cause de mortalité 

prématurée en France. Se développant souvent à partir de cellules épithéliales, les 

cancers, appelés carcinomes dans ce cas-là, se développent au travers de trois 

grandes étapes successives, de plus en plus agressives : l’hyperplasie, la dysplasie et 

la formation de métastases, chacune de ces étapes arborant des caractéristiques de 

plus en plus agressives (Figure 30). L’hyperplasie est le résultat d’une prolifération 

incontrôlée sans modification des propriétés épithéliales des cellules, tandis que la 

dysplasie et la formation de métastases sont des étapes dépendantes d’une processus 

appelé transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Si la TEM a beaucoup été 

étudiée tardivement dans la progression tumorale, c’est-à-dire au moment de la 

formation des métastases, c’est en réalité un processus qui commence dès la 

formation de tumeurs dysplasiques lorsque les cellules commencent à perdre leurs 

caractéristiques épithéliales. Comprendre comment est régulée la TEM dans un 

contexte tumoral représente un enjeu crucial dans la lutte contre cette pathologie.  

Si de nombreux facteurs biochimiques ont été identifiés comme responsables de la 

TEM dans un contexte tumoral, de plus en plus d’études montrent que l’environnement 

mécanique des tumeurs influence également grandement la progression tumorale 

Néanmoins, le peu d’études réalisées in vivo et la contradiction de certains résultats 

obtenus montrent que ce domaine, bien que particulièrement prometteur, est difficile 

à étudier sur certains modèles.  

La drosophile est aujourd’hui devenue l’un des modèles incontournables pour étudier 

la tumorigénèse et les différents facteurs qui l’influencent. Permettant de reproduire 

facilement des tumeurs hyperplasiques, dysplasiques ou encore des métastases, elle 

offre un large éventail d’outils permettant de moduler différents paramètres et de suivre 

l’évolution des tumeurs. Néanmoins, les études réalisées chez la drosophile, si elles 

sont fréquemment focalisées sur l’identification de mutations génétiques responsables 

de l’apparition de tumeurs, portent rarement sur la compréhension de l’évolution 

tumorale.  
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C’est pourquoi, au cours de ma thèse, en utilisant le modèle de la drosophile, 
j’ai étudié les mécanismes responsables de la transition entre une tumeur 
hyperplasique et une tumeur dysplasique. Pour cela, je me suis focalisée 
principalement sur les étapes précoces de la TEM, que j’ai caractérisée en 
rapport avec deux aspects encore peu étudiés sur le développement des 
tumeurs chez la drosophile : l’impact des propriétés mécaniques et l’importance 
de la mort cellulaire.   

Figure 30 : Objectifs de la thèse 
Au cours de ma thèse je me suis focalisée sur la transition d’une tumeur hyperplasique vers une tumeur 
dysplasique, plus agressive, une transition dépendante du processus de TEM. Mon but a été d’étudier 
l’impact des propriétés mécaniques et de la mort cellulaire sur cette transition. épi : épithélial ; més : 
mésenchymateux 
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Le cancer est caractérisé par une prolifération incontrôlée de cellules anormales qui 

peuvent à terme coloniser d’autres organes. Si pour beaucoup, la progression 

tumorale est associée à la prolifération ou à la formation de métastases, une étape 

intermédiaire reste cruciale dans son développement : la transition 

hyperplasie/dysplasie. En effet, c’est au cours de cette phase que des cellules 

épithéliales vont changer d’état pour devenir plus mésenchymateuses via un 

processus appelé transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Cette étape est 

cruciale puisque les cellules mésenchymateuses sont connues pour être plus 

résistantes aux traitements tels que la chimiothérapie par exemple et ce sont ces 

cellules qui permettent la formation de métastases (Shibue and Weinberg, 2017). 

Comprendre comment est régulée cette transition est donc un enjeu crucial dans le 

traitement des cancers. 

Si le contrôle de la TEM par le microenvironnement commence à être caractérisé 

(libération de facteurs tels que TGFβ, TNFα), il émerge de plus en plus que 

l’environnement mécanique a également son importance dans le contrôle de la 

progression tumorale (Dongre and Weinberg, 2019). En effet, plusieurs études ont 

montré qu’une rigidité plus importante de la Matrice Extracellulaire (MEC) conduit à 

l’induction de la TEM sur des cellules en culture (Mekhdjian et al., 2017; Wei et al., 

2015). Toutefois, il semblerait que les propriétés intrinsèques des cellules soient 

également importantes dans le contrôle de la TEM. En effet, des études ont montré 

l’importance du métabolisme dans le contrôle de la progression tumorale : Eichenlaub 

et al. ont montré qu’exprimer une enzyme métabolique, LDH, était suffisante pour 

induire la transition d’une tumeur hyperplasique en tumeur dysplasique et donc 

favoriser la progression tumorale (Eichenlaub et al., 2018). 

Néanmoins, les propriétés intrinsèques des cellules tumorales permettant la TEM sont 

encore mal connues. Etant donné l’importance de ce mécanisme dans la progression 

tumorale, notre but a été d’identifier des facteurs intrinsèques, responsables de la TEM 

dans un contexte tumoral.  

Pour cela, nous avons utilisé le modèle de la drosophile et particulièrement la zone 

précurseur du disque imaginal d’aile. Il s’agit d’un large épithélium monocouche, qu’il 

est facile de manipuler et d’imager.  
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Je vais commencer par décrire dans une première partie les résultats qui ont permis 

l’identification de deux nouveaux facteurs intrinsèques contrôlant la TEM dans un 

contexte tumoral. Ces travaux font l’objet d’une publication en cours de soumission 

dont le manuscrit est en annexe. Dans une seconde partie, je vous présenterai des 

résultats complémentaires, issus d’une étude réalisée avec Maëva Sautron, étudiante 

en Master 1 que j’ai encadrée avec Bruno Monier et qui portait sur le rôle des 

Métalloprotéinases de la Matrice dans les tumeurs chez la drosophile. 
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1 Identification de deux nouveaux facteurs intrinsèques inducteurs 
de la transition épithélio-mésenchymateuse chez la drosophile 

1.1 Un modèle pour étudier l’évolution tumorale 

Pour induire la formation de tumeurs, j’ai utilisé un contexte de diminution de la 

Syntaxine 7 (Syx7RNAi), aussi appelé Avalanche, connu comme perturbant la polarité 

apico-basale dans les cellules folliculaires (Lu and Bilder, 2005) et induisant la 

formation d’une tumeur dans la zone précurseur de l’aile (Andersen et al., 2015; 

Colombani et al., 2012). Une analyse détaillée de la progression des tumeurs Syx7RNAi, 

au niveau cellulaire et tissulaire étant manquante dans la littérature, j’ai commencé par 

caractériser l’évolution de ces tumeurs avec une résolution de 12/24 heures. Pour cela, 

ma méthodologie consiste à faire pondre les mouches pendant trois heures, puis 

transférer les embryons (sans les parents) dans un tube contenant du milieu nutritif. 

Je laisse alors se développer les individus à température contrôlée (ici 25°C) le temps 

indiqué « après dépôt de l’œuf » (ADO) (Figure 31A). Ce protocole me permet ainsi 

d’obtenir une résolution temporelle très précise et stéréotypée puisque toutes les 

tumeurs ont le même âge à 3 heures près pour un temps donné (Figure 31A). Au 

niveau tissulaire, les disques Syx7RNAi sont similaires aux disques contrôle à 96h ADO 

(Figure 31B). Puis, ils grossissent rapidement pour être plus gros que les disques 

contrôle à 108h ADO avant d’adopter une morphologie plus ronde à 120h ADO (Figure 

31C). A 120h ADO, les larves contrôle rentrent en métamorphose, arrêtant ainsi la 

prolifération. Toutefois, dans le contexte Syx7RNAi, la métamorphose est bloquée 

(Colombani et al., 2012) permettant aux disques de continuer de croitre jusqu’à former 

une grosse masse à 144h ADO (Figure 31C). 

Pour caractériser de façon détaillée au niveau cellulaire la progression des tumeurs 

Syx7RNAi, j’ai utilisé une combinaison de différents marqueurs de l’organisation 

épithéliale : la présence de jonctions adhérentes (Ecad), de jonctions septées (Dlg), 

de jonctions cellule/matrice extracellulaire (MEC) (Taline, Rhea chez la drosophile et 

β-intégrine), des marqueurs de polarité apico-basale (Bazooka) ainsi qu’un marquage 

de la F-actine pour visualiser le cortex de la cellule.  
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Figure 31 : Caractérisation au niveau tissulaire des tumeurs Syx7RNAi au cours 
du temps 
(A) Méthodologie de réalisation des pontes pour obtenir des tumeurs stadées. Les mouches sont mises 
dans un pondoir pendant 3 heures, puis les adultes sont enlevés et les embryons sont ensuite transférés 
dans un tube contenant du milieu nutritif puis mis à 25°C, ce qui correspond à t0. Les individus sont 
ensuite disséqués à différents temps après dépôt de l’œuf. (B) Vues générales de disques contrôle 
(haut) et de tumeurs Syx7RNAi (bas). La zone tumorale dans laquelle s’exprime le Syx7RNAi exprime 
également un nls-GFP. (C) Vues générales de disques contrôle (haut) et de tumeurs Syx7RNAi (bas) 
pour différents temps après dépôt de l’œuf (ADO). A 120h ADO, la métamorphose est initiée dans le 
contrôle, ce qui entraîne un arrêt de la prolifération et induit des changements morphologiques 
drastiques du disque, empêchant la comparaison avec les disques tumoraux à partir de ce stade 
puisque chez eux la prolifération continue et les changements de morphologie tissulaire n’ont pas lieu. 
La zone entourée correspond à la zone précurseur de l’aile dans laquelle la tumeur est induite. Le 
nombre de disques analysés pour chaque contexte est le même qu’en figure 2. Barre d’échelle 50μm. 
 

De façon intéressante, si toutes les cellules sont strictement épithéliales à 96h ADO 

dans le contexte Syx7RNAi (Figure 32A, B), j’ai observé l’apparition de quelques 

tumeurs dysplasiques, contenant de petites zones de cellules quasi-

mésenchymateuses à 108h ADO. A partir de 120h ADO, la plupart des tumeurs sont 

devenues dysplasiques et les zones mésenchymateuses sont nettement plus 

étendues (Figure 32A, B). Cette transition d’un état épithélial à un état quasi-

mésenchymateux (que je nommerai mésenchymateux par la suite), qui est donc initiée 

à 108h ADO, se traduit par une perte de la forme columnaire des cellules au profit 

d’une forme plus ronde qui s’accompagne d’une relocalisation de la F-actine autour du 
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cortex de la cellule (Figure 32E). J’ai également observé de petites accumulations 

voisines de Ecad et de Taline (Figure 32B, tête de flèche). Ces structures, 

normalement strictement apicales (Ecad) et basales (Taline) se trouvant à proximité 

(Figure 32A), cela témoigne d’une perturbation de la polarité apico-basale. En 

regardant la protéine Bazooka (Baz), j’ai constaté qu’il y avait effectivement une perte 

totale de la polarité apico-basale. Normalement localisée au niveau des jonctions 

adhérentes (Figure 32F), j’ai constaté que Baz, présente sous forme de petites 

accumulations tout autour du cortex des cellules, n’était plus parfaitement colocalisée 

avec Ecad (Figure 32F). Cela suggère donc que les petites accumulations de Ecad 

restant ne seraient plus complètement fonctionnelles. 

Ainsi, cette caractérisation détaillée m’a permis de voir que les tumeurs Syx7RNAi 
sont d’abord épithéliales, puis que certaines deviennent partiellement 
mésenchymateuses à partir de 108h ADO (Figure 32C, D).  

 

Cette caractérisation temporelle détaillée est le point d’entrée pour l’identification de 

facteurs permettant la transition d’une tumeur hyperplasique vers une tumeur 

dysplasique, plus agressive. En effet, dans le cas des tumeurs Syx7RNAi, les premières 

tumeurs dysplasiques sont observées à 108h ADO. Des facteurs responsables de 

cette transition pourraient donc être présents ou modifiés avant cette transition et donc 

avant 108h ADO.  
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Figure 32 : Caractérisation cellulaire des tumeurs Syx7RNAi 
(A, B) zooms montrant l’organisation des tissus contrôle (A) et des tumeurs Syx7RNAi (B) à 96h après dépôt 
de l’œuf (ADO), avant la TEM et à 120h ADO après la TEM. Après la TEM, les cellules deviennent 
mésenchymateuses avec (1) une perte de la polarité apico-basale (révélé par Bazooka en F, β-PS en E), (2) 
une relocation de la F-actine autour du cortex des cellules après la TEM (E). J’ai également noté la présence 
de dots voisins de Ecad et de Taline, ce qui révèle une perte de polarité apico-basale (B, tête de flèche), (C, 
D) Histogrammes montrant la répartition des phénotypes au cours du temps pour des disques contrôle (C) 
et des tumeurs Syx7RNAi (D). La répartition a été faite en se basant sur la taille globale du tissu ainsi qu’en 
utilisant les différents marqueurs cellulaires présentés précédemment. (E, F) zooms montrant l’organisation 
des tissus contrôle (haut) et des tumeurs Syx7RNAi avec différents marqueurs de l’organisation épithéliale. 
Barre d’échelle : 10μm. Le nombre de disques analysés respectivement pour 96h, 108h, 120h, 140h est de 
77, 22, 17 pour le contrôle (C) et de 46, 15, 26, 31 pour le contexte Syx7RNAi (D). 
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1.2 Des éléments du microenvironnement ou du métabolisme comme 

inducteurs de la TEM ? 

Dans un premier temps, j’ai commencé par caractériser les éléments les plus décrits 

dans la littérature comme inducteurs de la TEM dans les tumeurs, c’est-à-dire les 

éléments du microenvironnement (Dongre and Weinberg, 2019). Tout d’abord, 

puisque nous avons utilisé le modèle de la zone précurseur de l’aile du disque imaginal 

d’aile, cela exclut toute interaction avec d’autres cellules. En effet, contrairement à la 

région du notum où (1) les trachées (le réseau de tubes qui délivrent directement 

l’oxygène aux tissus chez les insectes) contactent le disque d’aile (Tripathi and Irvine, 

2022) et (2) les cellules adépithéliales, précurseurs des muscles, sont connues comme 

étant nécessaire au développement tumoral dans cette zone (Boukhatmi et al., 2020), 

la zone précurseur de l’aile ne présente pas d’interactions avec d’autres types 

cellulaires (Figure 33A). De plus, cette zone présente l’avantage d’être relativement 

homogène au niveau de l’expression du Syx7RNAi. En effet, l'expression d'une GFP 

nucléaire concomitante à l'expression du Syx7RNAi montre que toutes les cellules du 

domaine manipulé expriment les transgènes, ce qui permet donc d'éviter toute 

compétition cellulaire (Levayer and Moreno, 2013; Nagata and Igaki, 2018) (Figure 

33B). 

Je me suis ensuite intéressée aux cellules du système immunitaire qui jouent un rôle 

majeur dans les tumeurs mammifères (Dongre and Weinberg, 2019). Chez la 

drosophile, il est décrit que dans un modèle de tumeur induite dans le disque imaginal 

d’œil-antenne, les macrophages présents naturellement dans le disque, peuvent 

favoriser la prolifération cellulaire (Bergmann et al., 2017; Fogarty et al., 2016). J’ai 

donc regardé ce qu’il en était dans le contexte Syx7RNAi induit dans le disque imaginal 

d’aile. S’il y a effectivement un recrutement de macrophages au niveau de la zone 

tumorale (Figure 33D), celui-ci ne se produit qu’une fois la TEM effectuée, lorsque les 

tumeurs sont déjà dysplasiques à 120h ADO (Figure 33D’), suggérant que les 

macrophages ne seraient pas à l’origine de cette transition. 

Si le microenvironnement comprend des cellules comme les macrophages, il 

comprend également la matrice extracellulaire (MEC). En effet, le remodelage de la 

MEC a été associé à la TEM dans des contextes de cellules en culture (Mekhdjian et 
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al., 2017; Wei et al., 2015). J’ai donc caractérisé la MEC dans les tumeurs Syx7RNAi au 

cours du temps.  

J’ai d’abord constaté qu’à 96h ADO la MEC est toujours présente mais qu’elle est 

dégradée à 120h ADO, après la TEM (Figure 33C). Néanmoins, pour vérifier que la 

MEC n’est pas modifiée à 96h ADO, j’ai mesuré l’intensité de fluorescence d’un des 

composants de la MEC, le collagène-IV (viking, vkg chez la drosophile) en utilisant une 

lignée knock-in RFP au cours du temps et en fonction du type de tumeur. Cela m’a 

permis de confirmer que la MEC n’est pas modifiée par rapport à un disque contrôle 

lorsque les cellules sont toujours épithéliales (Figure 33C’, 96h ADO) mais qu’elle est 

dégradée lorsque la TEM a eu lieu et que les tumeurs sont devenues dysplasiques 

(Figure 33C’). Ainsi, il semblerait que la dégradation de la MEC soit plutôt une 

conséquence qu’une cause de la TEM.  

Dans un second temps, je me suis également intéressée au rôle potentiel du 

métabolisme. En effet, Eichenlaub et al ont montré que surexprimer l’enzyme LDH 

(lactate deshydrogénase) dans des tumeurs EGFR chez la drosophile, normalement 

épithéliales, permet d’induire la TEM. De plus, ils ont également montré que dans des 

tumeurs EGFR + psqkRNAi, normalement dysplasiques, l’inhibition de LDH est 

suffisante pour bloquer la TEM (Eichenlaub et al., 2018). Néanmoins, dans notre 

contexte, l’inhibition de LDH, en utilisant le même outil qu’Eichenlaub et al., n’influence 

pas l’évolution des tumeurs Syx7RNAi (Figure 33E, E’). En effet, toutes les tumeurs Syx7 

analysées en absence de LDH présentent des zones désorganisées avec des cellules 

de type mésenchymateux, similaires aux zones mésenchymateuses observées dans 

les tumeurs Syx7 non manipulées.  

Figure 33 : Le microenvironnement et le métabolisme n'ont pas d'effet sur 
l’induction de la TEM associée à la progression des tumeurs Syx7RNAi 

(A) Vues générales d’un disque contrôle (haut) et Syx7RNAI (bas) qui exprime un nls-GFP (B) Zooms de 
la zone précurseur de l’aile des images prises en (A). On observe que toutes les cellules sont bien nls-
GFP, montrant qu’il n’y a pas d’hétérogénéité. (C) Coupes sagittales de disques contrôle et Syx7RNAi 
avec Ecad (anticorps) et Collagène IV (lignée knock-in RFP). (C’) Quantification de l’intensité de 
fluorescence de la MEC dans des disques contrôle et Syx7RNAi au cours du temps en fonction du 
phénotype de la tumeur. Comme observé sur les coupes sagittales, la matrice n’est pas modifiée à 96h 
ADO, avant la TEM mais elle est dégradée après la TEM. Le nombre de disques analysés pour la 
condition contrôle et Syx7RNAi respectivement : 15 et 12 à 96h ADO, 11 et 25 à 108h ADO, 16 et 22 à 
120h ADO. (D-D’) Caractérisation du recrutement des macrophages. (D) Vues générales de disques 
contrôle et de tumeurs Syx7RNAi à 96h ADO, avant la TEM et à 120h ADO, après la TEM. (D’) 
Quantification du nombre de macrophages recrutés au cours du temps en fonction du type de la tumeur. 
On observe que les macrophages sont recrutés une fois que la TEM a eu lieu. Le nombre de disques 
analysés dans la condition contrôle et Syx7RNAi respectivement est de 20 et 11 à 96h ADO, 19 et 23 à 
108h ADO et 18 et 16 à 120h ADO (E) Zoom d’une tumeur Syx7RNAi sans (+LacZ) et avec modification 
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du métabolisme via l’inactivation de l’enzyme LDH (+LdhRNAi). Le marquage des jonctions septées (Dlg) 
et de la F-actine nous permettent de classer les phénotypes observés et d’obtenir l’histogramme en (E’). 
(E’) Histogramme de répartition des phénotypes avec et sans modification du métabolisme. On observe 
que dans les tumeurs Syx7RNAi l‘inactivation de LDH n’a pas d’effet sur la TEM. Nombre de disques 
analysés : LacZ, n=8 et LdhRNAi, n=9. Barre d’échelle (A), (D) 50µm et (B) 10µm.   
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Ainsi, ni les éléments du microenvironnement, comme les macrophages et la 
MEC, ni le métabolisme ne semblent jouer un rôle majeur dans l’induction de la 
TEM associée à la progression des tumeurs Syx7RNAi. 

1.3 Vers une modification des propriétés mécaniques du tissu 

Puisque les facteurs connus comme induisant la TEM dans un contexte tumoral ne 

semblent pas impliqués, je me suis intéressée à la caractérisation des propriétés 

intrinsèques des cellules tumorales et notamment aux propriétés mécaniques de ces 

cellules. En effet, j’ai remarqué la présence inattendue d’une forte accumulation de F-

actine dans toute la zone précurseur de l’aile du contexte Syx7RNAi par rapport à un 

disque contrôle à 96h ADO (Figure 34A), suggérant ainsi une modification des 

propriétés mécaniques du tissu. Aussi, pour tester cela, j’ai regardé la répartition de 

Myosine-II dans les tumeurs Syx7RNAi et, comme pour la F-actine, j’ai observé une forte 

accumulation dans la zone précurseur de l’aile (Figure 34A). Par la suite, en analysant 

la répartition de la F-actine et de la Myosine-II au niveau subcellulaire, j’ai constaté 

que la F-actine et la Myosine-II était principalement accumulées au niveau des 

jonctions adhérentes (Figure 34C-F). Si j’ai également constaté une légère 

accumulation de Myosine-II au niveau basal de l’épithélium d’environ 15% (Figure 

34F), je me suis néanmoins concentrée sur l’accumulation au niveau des jonctions 

adhérentes, nettement plus importante (environ 45%) (Figure 34F). 

 Pour tester si cette augmentation d’actomyosine modifie les propriétés mécaniques 

au niveau des jonctions adhérentes, j’ai réalisé de l’ablation laser sur la lignée Knock-

in Ecad-GFP dans des disques contrôles et dans des disques Syx7RNAi à 96h ADO 

(Figure 34G-I). De façon intéressante, la vitesse initiale ainsi que l’amplitude du 

relâchement des vertex après ablation étaient nettement plus importantes dans les 

disques Syx7RNAi par rapport aux disques contrôles (Figure 34H-I), témoignant d’une 

modification des propriétés physiques des jonctions adhérentes dans les disques 

Syx7RNAi.  
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Figure 34 : Une augmentation de la tension jonctionnelle précède la TEM dans 
les tumeurs Syx7RNAi  
(A) Vues générales de disques contrôle (A) et Syx7RNAi (B) marqués pour la F-actine (phalloïdine) et 
exprimant Myosine-II-GFP endogène à 96h ADO. (C-C’’, D-D’’) zooms des images prises en (A) qui 
permettent de visualiser l’accumulation de F-actine (D) et de Myosine-II au niveau des jonctions 
adhérentes (D’, D’’) dans les tumeurs Syx7RNAi par rapport aux disques contrôle (C-C’’). (E-F) 
Quantifications de la F-actine et de la Myosine-II au niveau apical et basal dans des disques contrôle 
(gris) et des disques Syx7RNAi (bleu). Le nombre de disques analysés pour la condition contrôle et 
Syx7RNAi est respectivement de 31 et 25 en apical et 16 et 25 en basal pour la F-actine (E), 40 et 32 en 
apical et 25 et 32 en basal pour la Myosine-II (F), (G-I) Analyses par ablation laser des propriétés 
mécaniques des tumeurs Syx7RNAi. (G) Exemples d’images obtenues avant et après ablation laser sur 
les jonctions adhérentes. (H) Quantification de la vitesse initiale après ablation laser dans des disques 
contrôle (gris) et Syx7RNAi (bleu). (I) Courbes de relâchement des vertex après ablation dans les mêmes 
contextes génétiques. Le nombre de disques analysés pour la condition contrôle et Syx7RNAi 

respectivement 33 et 23 pour la vitesse initiale (H) et 33 et 29 pour l’amplitude de relâchement des 
vertex (I). Barre d’échelle A 50μm, C-D’’ 10μm, G 2μm. Test statistique E, F basal, I T-test ; F apical, H 
Mann-Whitney,.** p<0.01, **** p<0.0001, ns non significatif. 
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Ainsi, j’ai pu montrer que les tumeurs Syx7RNAi présentaient une augmentation 
d’actomyosine associée à une augmentation de tension spécifiquement au 
niveau des jonctions adhérentes, par rapport à un disque contrôle et que cette 
augmentation précédait le changement d’état épithélial vers un état 
mésenchymateux. 

 

1.4 Est-ce que cette augmentation de tension jonctionnelle joue un rôle sur la 

progression tumorale ? 

Par la suite, j’ai voulu tester le rôle de cette augmentation de tension jonctionnelle sur 

l’évolution des tumeurs Syx7RNAi. Pour cela, j’ai cherché à diminuer cette tension 

jonctionnelle et voir si cela affectait la TEM observée dans les tumeurs Syx7RNAi.   

1.4.1 Stratégies pour diminuer la tension jonctionnelle 

Pour diminuer la tension jonctionnelle, j’ai d’abord testé un certain nombre d’outils 

dans un disque développemental contrôle pour voir leur efficacité. Ces outils ont pour 

but d’affecter différents composants de la cascade de régulation de la Myosine-II : 

RhoRNAi, ROKRNAi, zipRNAi, sqhRNAi, MBS-N300surexpression, zipDN (Figure 35).  

Figure 35 : Cascade de régulation de la Myosine-II 
Sont indiqués sur la cascade les différents outils testés pour inhiber la Myosine-II. 
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Le but ici était d’identifier un outil permettant une déplétion partielle de la Myosine-II, 

sans pour autant que cela affecte la division cellulaire ou l’intégrité du tissu. Parmi les 

différents outils testés, j’ai constaté qu’il y avait deux catégories : les outils qui ne 

donnaient pas de diminution significative de la Myosine-II (Figure 36A) et ceux qui au 

contraire montraient une très forte déplétion de la Myosine-II dans la zone précurseur 

de l’aile (Figure 36A, B). Je n’ai pas pu quantifier la Myosine-II dans le cas de l’outil 

zipDN car étant fusionné à la GFP qui forme des agrégats, je n’ai pas pu visualiser la 

myosine-GFP endogène (Figure 36A, « non analysable »).  

Parmi les outils testés, je n’ai donc pas réussi à identifier celui permettant une déplétion 

partielle de la Myosine-II : soit il n’y avait pas d’effet, soit la déplétion était complète. 

 

Figure 36 : Stratégies pour diminuer la tension jonctionnelle 
(A) Quantification (n>4 pour chaque condition) des niveaux de Myosine-II apicale pour les différents 
outils testés pour diminuer la tension jonctionnelle. On distingue deux catégories : les RNAi qui n’ont 
pas d’effet sur la Myosine-II apicale et deux RNAi sqhRNAi33892 et zipRNAi65947 qui sont très efficaces et 
permettent une déplétion totale. Ces contextes sont montrés en (B). (B) Coupe de disques d’aile qui 
expriment le sqhRNAi33892 (haut) ou le zipRNAi65947. La zone entourée délimite la zone dans laquelle les 
RNAi sont exprimés. On observe une très forte déplétion de la Myosine-II. Barre d’échelle 50μm. 
 

1.4.2 Une stratégie alternative : induire la dégradation de la Myosine-II 

Les RNAi dirigés contre les différents composants de la cascade de régulation de la 

Myosine-II testés n’ayant pas permis d’induire une diminution contrôlée et raisonnable 

de la tension jonctionnelle, j’ai donc par la suite adopté une stratégie différente : 

l’utilisation d’un GFPRNAi dans un contexte endogène Myosine-II-GFP. Ce RNAi permet 

une dégradation de la GFP et en l’utilisant dans un contexte Myosine-II-GFP, il permet 

une dégradation de la Myosine-II associée à la GFP. Chez la drosophile, le gène 

codant pour la chaîne régulatrice de la Myosine (spaghetti squash, sqh) est localisé 
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sur le chromosome X. Les femelles ont donc deux copies de ce gène tandis que les 

mâles n’en ont qu’une. Avec la stratégie utilisée, détaillée en Figure 37A, les femelles 

n’ont qu’une copie de sqh-GFP dégradée, ce qui n’altère pas l’intégrité du tissu tandis 

que chez les mâles, la totalité de sqh-GFP est dégradée, conduisant ainsi à une perte 

d’intégrité du tissu (Figure 37B). Sur cette expérience, en utilisant uniquement les 

individus femelles, on obtient donc en théorie une diminution de 50% de la Myosine-II 

et ce, sans affecter l’intégrité du tissu, c’est pourquoi je me suis focalisée uniquement 

sur les femelles dans les expériences suivantes.  

 

Figure 37 : Le GFPRNAi permet d'induire la dégradation de 50% de la Myosine-II 
(A) Stratégie utilisée pour l’utilisation du GFPRNAi. (B) Coupe sur des disques issus des croisements 
présentés en (A). Dans ces expériences, on ne gardera que les individus femelles qui montrent une 
dégradation de 50% de Myosine-II. (C) Zooms de tumeurs Syx7RNAi contrôle (haut) et avec un GFPRNAi 
(bas). La zone délimitée montre des zones néoplasiques dans les deux contextes. Barre d’échelle B, 
50μm et C, 10μm. 
 

En utilisant ce GFPRNAi dans les tumeurs Syx7RNAi, j’ai pu constater que, comme dans 

un disque développemental, la déplétion de la Myosine-II-GFP était particulièrement 

efficace (Figure 37C). De plus, j’ai également constaté la présence de cellules 

mésenchymateuses, comme dans un disque Syx7RNAi contrôle (Figure 37C), semblant 
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indiquer que la déplétion de Myosine-II-GFP n’a pas d’impact sur la TEM associée à 

la progression tumorale. Néanmoins, il est difficile de conclure sur cette expérience. 

En effet, en ne regardant le phénotype tumoral qu’à un moment donné et de façon non 

stadée, je n’ai pas réellement pu observer si cela affectait la progression tumorale. Il 

est tout à fait possible qu’en déplétant 50% de la Myosine-II-GFP, la TEM permettant 

la progression tumorale soit plus tardive. Il serait donc intéressant de refaire cette 

expérience en réalisant une cinétique de développement complète afin de voir si la 

TEM est retardée ou non. 

1.5 Augmenter la tension jonctionnelle 

Diminuer la tension jonctionnelle dans un contexte Syx7RNAi s’est révélé 

particulièrement difficile et malgré les différentes stratégies testées, aucune n’a permis 

d’obtenir des résultats concluants. C’est pourquoi, j’ai ensuite essayé de réaliser 

l’expérience inverse, c’est-à-dire d’augmenter la contractilité au niveau des jonctions 

adhérentes dans un contexte de prolifération cellulaire et de voir si cela est suffisant 

pour induire la TEM.   

1.5.1 Yorkie, un contexte tumoral strictement épithélial chez la drosophile 

Pour cela, l’idée a d’abord été de caractériser un contexte tumoral dont les cellules 

sont strictement épithéliales et n’évoluent pas en cellules mésenchymateuses. Nous 

avons choisi le contexte Yorkie (Yki). Yki est un facteur de transcription impliqué dans 

la voie Hippo et responsable de la prolifération cellulaire (Oh and Irvine, 2010). Si chez 

les mammifères, l’homologue de Yki, YAP, a été décrit comme associé à la formation 

de tumeurs dysplasiques (Dong et al., 2007), chez la drosophile, la surexpression de 

Yki est plutôt associée à la formation de tumeurs épithéliales (Herranz et al., 2016). 

Néanmoins, puisque mon objectif va être de voir s’il est possible d’induire la TEM en 

augmentant la contractilité jonctionnelle, j’ai d’abord caractérisé le contexte Yki en 

détails afin d’être sûre que les tumeurs induites sont strictement épithéliales. Pour cela, 

j’ai utilisé une forme mutée de Yki (YkiSAx3) (Oh and Irvine, 2009). Cette forme mutée 

présente trois substitutions de Sérine en Alanine, activant Yki de manière constitutive. 

En l’utilisant dans le disque d’aile, j’ai observé la formation de grosses tumeurs (Figure 

38A). Par la suite, j’ai réalisé une cinétique de développement et j’ai constaté que les 

tumeurs se développent rapidement puisqu’à 96h ADO, les disques YkiSax3 sont déjà 

plus gros que les disques contrôle (Figure 38B). De plus, tout comme le contexte 
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Syx7RNAi, le contexte YkiSAx3 bloque la métamorphose, offrant ainsi une extension de 

la période de croissance (Figure 38B).  

En utilisant les marqueurs épithéliaux utilisés précédemment, j’ai pu constater que les 

localisations de la Ecadhérine, des Intégrines (βPS) et de la Taline (Rhea) n’étaient 

pas altérées suite à la surexpression de la forme mutée de Yki (Figure 38D). De plus, 

j’ai constaté que la protéine Bazooka était toujours parfaitement colocalisée avec 

Ecad, montrant que la polarité apico-basale n’est pas affectée (Figure 38E). Ainsi, si 

la surexpression de YkiSAx3 induit une très forte prolifération cellulaire et la formation 

de circonvolutions, cela ne perturbe absolument pas l’état épithélial et les tumeurs 

restent strictement hyperplasiques au cours du temps (Figure 38C). 

Néanmoins, si les tumeurs YkiSAx3 restent strictement épithéliales au cours du temps, 

j’ai par la suite caractérisé l’état mécanique au niveau des jonctions adhérentes dans 

ce contexte. En regardant de façon générale et contrairement au contexte Syx7RNAi, je 

n’ai pas observé d’accumulation de Myosine-II dans la zone précurseur de l’aile (Figure 

39A, B) et la quantification de la Myosine-II apicale a montré que les tumeurs YkiSAx3 

présentaient des niveaux inférieurs par rapport aux disques contrôle (Figure 39C-E). 

Au niveau mécanique, cela se traduit par une diminution de la vitesse de relâchement 

initial après ablation (Figure 39H) et une absence de différence au niveau du 

déplacement de vertex après ablation (Figure 39I). Ainsi, de façon cohérente avec la 

légère diminution de Myosine-II aux jonctions adhérentes, celles-ci sont un peu moins 

sous tension que dans un disque contrôle (Figure 39F-I). YkiSAx3 est donc le contexte 

parfait pour tester si l’augmentation de tension jonctionnelle a un impact sur la 

progression tumorale. 
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Figure 38 : Caractérisation cellulaire et tissulaire des tumeurs YkiSAx3 

(A) Vues générales de disques contrôle et YkiSAx3 exprimant un nlsGFP permettant de visualiser la taille 
de la tumeur. (B) Vues générales de disques contrôle et YkiSAx3 au cours du temps en heures après 
dépôt de l’œuf (ADO). La zone précurseur de l’aile dans laquelle la tumeur se forme est délimitée en 
jaune. (C) Répartition des phénotypes des tumeurs YkiSAx3 au cours du temps. La répartition a été faite 
en se basant sur la taille globale de la tumeur ainsi que sur la caractérisation cellulaire faite grâce aux 
marqueurs en (D, E). (D-E) Caractérisation cellulaire des disques YkiSAx3. L’ensemble de ces marqueurs 
permet de voir que malgré une prolifération importante et la formation de circonvolutions, les tumeurs 
restent strictement hyperplasiques. Le nombre de disques analysés à 96h, 108h, 120h, 144h, 168h est 
respectivement de 47, 43, 18, 12. Barre d’échelle A, B : 50μm ; D, E : 10μm 
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Figure 39 : Les tumeurs YkiSAx3 ne présentent pas de modifications des propriétés 
mécaniques aux jonctions adhérentes 
(A, B) Vues générales d’un disque contrôle (A) et d’un disque YkiSAx3 (B) exprimant la Myosine-II-GFP 
endogène à 96h ADO. La zone précurseur de l’aile est entourée. (C, D) Zooms des images prises 
respectivement en (A, B). Ces images permettent de voir qu’il n’y a pas d’accumulation de Myosine-II 
au niveau jonctionnel. (E) Quantification de la Myosine-II apicale dans une condition contrôle (gris, 
n=24) et YkiSAx3 (orange, n=14). (F-I) Caractérisation par ablation laser des propriétés mécaniques des 
tumeurs YkiSAx3. (F) Kymographes obtenus après ablation laser pour la condition contrôle et YkiSAx3 (G) 
Exemples d’images obtenues avant (cyan) et après (magenta) ablation laser pour un disque contrôle 
(haut) et YkiSAx3 (bas) (H) Boxplots représentant la vitesse initiale après ablation pour des disques 
contrôle (gris, n=33) et YkiSAx3 (orange, n=12). (I) Relâchement des vertex après ablation pour les 
mêmes contextes génétiques. Barre d’échelle : (A, B) 50μm ; (C, D) 10μm ; F 2μm. Test statistique (E) 
T-test,.** p<0.01, *** p<0.001 **** p<0.0001, ns non significatif. 
 
1.5.2 Stratégies pour augmenter la tension jonctionnelle 

Pour augmenter la tension jonctionnelle, j’ai opté pour deux stratégies différentes, que 

j’ai d’abord testées dans des disques développementaux contrôle afin de vérifier que 

l’intégrité du tissu n’était pas perturbée. 

1.5.2.1 Perturbation de la régulation de la Myosine-II 

Dans un premier temps, je me suis particulièrement intéressée aux phosphatases qui 

permettent normalement de limiter l’activation de la Myosine-II, en déphosphorylant la 

chaîne régulatrice (spaghetti squash (sqh) chez la drosophile) (Figure 35) et j’ai testé 

différents RNAi dirigés contre ces phosphatases (Figure 40A, B). Le seul RNAi qui 

s’est révélé efficace est le flwRNAiBL57022, c’est donc sur ce RNAi que je me suis 
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concentrée par la suite. J'ai caractérisé au niveau subcellulaire l'effet du RNAi 

flwRNAiBL57022 sur la distribution de la Myosine-II. J’ai observé une accumulation apicale 

au niveau des jonctions adhérentes (Figure 40C), qui se traduit environ par 20% 

d’augmentation (Figure 40D). Si au niveau basal, l'intensité de Myosine-II peut paraitre 

augmentée dans certains cas (Figure 40C), les quantifications montrent que ce n’est 

pas significativement différent d’un contrôle (Figure 40D). Cela suggère que le 

flwRNAIBL57022 (par la suite appelé flwRNAi) augmente essentiellement le pool apical de 

Myosine-II.  

 

Figure 40 : Le flwRNAi permet d'augmenter la Myosine-II aux jonctions adhérentes 
et induire une augmentation de tension jonctionnelle 
(A) Quantifications de la Myosine-II apicale suite à l’utilisation de différents outils testés pour augmenter 
la tension jonctionnelle. Le nombre de disques analysés, pour les différentes conditions de gauche à 
droite est de 6, 9, 10, 10 (B) Vues générales de disques contrôle (haut) et flwRNAiBL57022 (bas). La zone 
précurseur de l’aile en délimitée en pointillés (C) Zooms des images prises en (A). On peut voir 
l’augmentation apicale de Myosine-II dans le flwRNAi par rapport au contrôle, sans perturbation de la 
polarité apico-basale, révélée par le marquage Dlg. (D) Quantifications au niveau apical et basal de la 
Myosine-II en condition contrôle (gris, n=10) et flwRNAi (violet, n=9). (E-F) Analyse par ablation laser des 
propriétés mécaniques des disques contrôle (gris) et flwRNAi (violet). (E) Boxplot de la vitesse initiale des 
contextes cités précédemment. (F) Relâchement des vertex après ablation pour les mêmes contextes. 
Le nombre de disques analysés pour les conditions LacZ et flwRNAi est 15 et 16 (E) et 14 et 16 (F) Barre 
d’échelle B 50μm, C 10μm. Test statistique (A, E) Mann-Whitney (D-F) t-test. *<0.05, **<0.01, ns non-
significatif. 
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De façon intéressante, cette augmentation de Myosine-II ne perturbe pas la polarité 

apico-basale comme en témoigne le marquage des jonctions septées (Dlg) qui n’est 

pas altéré (Figure 40C). Par la suite, j’ai testé ce qu’il en était des propriétés 

mécaniques par ablation laser. Les résultats sont cohérents avec l’augmentation de 

Myosine-II observée puisque la vitesse initiale ainsi que l’amplitude du relâchement 

des vertex sont un peu plus élevées dans un contexte flwRNAi par rapport à un disque 

contrôle (Figure 40E, F). 

Ainsi, cet outil permet d'augmenter modérément, mais spécifiquement, la 
Myosine-II et la tension associée aux jonctions adhérentes. 

1.5.2.2 Relocalisation de la Myosine-II 

En parallèle, j’ai également utilisé une construction initialement développée par le 

laboratoire d’Emmanuel Caussinus et qui est basée sur l’utilisation d’un anticorps anti-

GFP qui permet de « capturer » la GFP (Harmansa et al., 2017). Par la suite, 

Emmanuel Martin, ancien post-doctorant dans l’équipe, a modifié cette construction 

afin de la coupler à l’α-caténine permettant ainsi de recruter la GFP spécifiquement au 

niveau des jonctions adhérentes (ci-après appelée AJ-GFP-trap) (Figure 41A). Il l’a 

également couplée à une RFP afin de pouvoir marquer les jonctions adhérentes. 

Validé précédemment dans le disque de patte (Martin et al., 2021), je l’ai utilisé dans 

le disque d’aile. En l’exprimant dans l’aile, cet outil permet un fort recrutement de 

Myosine-II dans la zone précurseur de l’aile (Figure 41B). Cet effet est dû à une 

accumulation au niveau des jonctions adhérentes d’environ 50% (Figure 41C-D) et ce, 

sans affecter la polarité apico-basale. 

Ainsi, ces deux outils permettent d’augmenter la Myosine-II aux jonctions adhérentes 

et ce, de manière différentielle. En effet, l’AJ-GFP-trap permet un fort recrutement de 

Myosine-II aux jonctions adhérentes, à des niveaux similaires à ce que l’on peut 

observer dans le contexte Syx7RNAi, c’est-à-dire un recrutement d’environ 50%. Le 

flwRNAi permet également un recrutement de Myosine-II aux jonctions adhérentes mais 

à des niveaux plus faibles, environ 20%. Grâce à ces deux outils, je vais donc pouvoir 

tester le rôle de l’augmentation de tension aux jonctions adhérentes à deux niveaux 

différents sur la progression tumorale. 
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Figure 41 : L'AJ-GFP-Trap permet d'augmenter fortement la Myosine-II aux 
jonctions adhérentes 
(A) Schéma illustrant le principe de l’AJ-GFP-Trap. (B) Vue générale de disques contrôle (haut) et de 
disque exprimant l’AJ-GFP-Trap (bas). La zone précurseur de l’aile est délimitée en pointillés. (C) 
Zooms des images prises en (B). On note la forte accumulation de Myosine-II aux jonctions adhérentes 
sans perturber la polarité apico-basale, révélée par le marquage Dlg. (D) Quantifications de la Myosine-
II apicale en condition contrôle (αcat, gris, n=9), et AJ-GFP-Trap (noir, n=15). Barre d’échelle (B) 50μm, 
(C) 10μm. Test statistique (D) t-test ***<0.0001 
 

1.5.3 Effet de l’augmentation de tension jonctionnelle dans les tumeurs 

hyperplasiques 

Ainsi, j’ai caractérisé deux outils me permettant d’augmenter la tension jonctionnelle 

sans que cela n’affecte l’intégrité du tissu. J’avais également caractérisé 

précédemment le contexte tumoral YkiSAx3 qui s’est révélé être un contexte strictement 

hyperplasique et sans augmentation de tension jonctionnelle. J’ai donc ensuite utilisé 

ces deux stratégies dans le contexte tumoral YkiSax3 afin de tester le rôle de 

l’augmentation de tension jonctionnelle sur la progression tumorale. 

De façon intéressante, que ce soit avec le flwRNAi ou avec le AJ-GFP-Trap j’ai observé 

l’apparition de cellules rondes avec la F-actine et la Myosine-II relocalisées autour du 

cortex de la cellule (Figure 42A, B). De plus, en regardant les marqueurs de 

l’organisation épithéliale, j’ai constaté que ces cellules présentaient une localisation de 

Ecad, α-cat, Dlg et Taline perturbée (Figure 42C, D) avec notamment une proximité 

entre des marqueurs normalement spatialement séparés comme Ecad et Taline 

montrant que ces cellules ne sont plus épithéliales (Figure 42C, tête de flèche). De 

plus, en quantifiant la proportion de tumeurs hyperplasiques et dysplasiques dans 

chacune des conditions, j’ai observé qu’absolument toutes les tumeurs YkiSAx3 dans 

lesquelles j’ai augmenté la Myosine-II jonctionnelle, via l’AJ-GFP-Trap ou le flwRNAi 

sont devenues dysplasiques (Figure 42E). 
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Ainsi, alors que dans un contexte développemental, une augmentation de 
Myosine-II apicale ne perturbe en rien l’organisation épithéliale (Figure 40, 
Figure 41), induire une augmentation de Myosine-II au niveau des jonctions 
adhérentes dans un contexte tumoral strictement épithélial est suffisant pour 
induire la TEM et permettre la progression de la tumeur (Figure 42). 

Figure 42 : Une augmentation de tension jonctionnelle induit la TEM dans les 
tumeurs YkiSAx3 

(A-D) Zooms de tumeurs YkiSAx3 contrôle (haut) et de tumeurs YkiSAx3 avec augmentation de tension 
jonctionnelle via le flwRNAi (A, C) ou via le AJ-GFP-Trap (B, D). On observe que le flwRNAi et l’AJ-GFP-
Trap induisent une relocalisation de la F-actine et de la Myosine-II autour du cortex des cellules (A, B) 
ainsi qu’une perturbation de la localisation de Ecad et Taline (C, tête de flèche) et de Dlg (C, D). (E) 
Graphique montrant la répartition des phénotypes pour les différentes conditions contrôle (αcatRFP et 
LacZ, n=30 et 14 respectivement) et avec augmentation de tension (AJ-GFP-Trap et flwRNAi, n=17 et 16 
respectivement). Barre d’échelle 10 μm. 
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1.6 Une corrélation spatiale entre augmentation de tension jonctionnelle et 

apoptose 

Par la suite, je me suis intéressée au(x) mécanisme(s) par lequel la tension 

jonctionnelle pouvait induire la TEM. En réalisant les essais d’augmentation de tension 

jonctionnelle dans un contexte développemental, que ce soit avec le flwRNAi ou avec 

l’AJ-GFP-Trap, j’ai constaté la présence de points d’accumulation localisés au niveau 

basolatéral de Myosine-II, nettement plus nombreux dans le cas du AJ-GFP-Trap 

(Figure 43B) et complètement absents de la condition contrôle. La présence de ces 

points corrèle également avec une diminution de la taille de la zone précurseur de l’aile 

dans laquelle la construction AJ-GFP-Trap est exprimée (Figure 43A). Ces points se 

sont révélés être des fragments apoptotiques, révélés par un anticorps dirigé contre la 

forme active de la caspase effectrice Dc1, qui révèle donc les cellules en train de 

mourir (Figure 43B, C), montrant donc qu’une augmentation de tension jonctionnelle 

induit de l’apoptose. 

Figure 43 : L'augmentation de tension jonctionnelle induit de l'apoptose dans un 
contexte développemental 
(A) Vues générales de disques contrôle (α-catRFP) et dans lequel on augmente la tension jonctionnelle 
(AJ-GFP-Trap). On observe une réduction de la zone précurseur de l’aile (en rouge). (B) Zooms des 
images en (A). On observe la présence de points basolatéraux de Myosine-II qui correspondent à des 
fragments apoptotiques. (C) Quantifications des niveaux d’apoptose après augmentation de la tension 
jonctionnelle. Le nombre de disques analysés est de : αcatRFP n=17, AJ-GFP-Trap n=14, LacZ n= 23, 
flwRNAi n=10. Barre d’échelle A 50μm ; B 10μm. Tests statistiques (C) Mann-Whitney et t-test. *** 
p<0.001. 
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Figure 44 : La présence d’apoptose corrèle avec une augmentation de tension 
jonctionnelle dans les tumeurs YkiSAx3 et Syx7RNAi 
(A) Vues générales d’un disque contrôle et Syx7RNAi à 96h ADO. Dans ce contexte aussi, on observe 
une corrélation entre la présence d’apoptose et l’augmentation de Myosine-II. (B) Quantifications des 
niveaux d’apoptose dans les différents contextes cités en (A). Le nombre de disques analysés est de 
26 pour chaque condition. (C) Vues générales des tumeurs YkiSAx3 sans (LacZ) et avec augmentation 
de tension jonctionnelle (flwRNAi, AJ-GFP-Trap). On remarque la corrélation spatiale entre la présence 
d’apoptose et l’augmentation de Myosine-II. (D, E) Quantification des niveaux d’apoptose dans les 
contextes cités en (C). Le nombre de disques analysés est de : LacZ n=14, flwRNAi n=16 (D), αcatRFP 
n=18, AJ-GFP-Trap n=14 (E) (F) Zooms de tumeurs YkiSAx3 sans (LacZ) et avec augmentation de 
tension jonctionnelle (flwRNAi). On remarque une proximité entre les cellules mésenchymateuses et les 
cellules apoptotiques (zone entourée, révélées par Dcp1). La zone tumorale est délimitée par des 
pointillés. Barre d’échelle (A, D) 50μm ; (F) 10μm. Tests statistiques (B, E) Mann-Whitney, (C) t-test. 
**** p<0.0001. 
 

Puisque dans un contexte développemental, de l’apoptose est induite suite à une 

augmentation de tension jonctionnelle, j’ai ensuite voulu vérifier ce qu’il en était dans 

les tumeurs. J’ai commencé par caractériser les tumeurs Syx7RNAi qui, spontanément 

présentent une augmentation de tension jonctionnelle à 96h ADO, juste avant la TEM. 

En utilisant l’anticorps dirigé contre Dcp1, j’ai constaté qu’il y avait une apoptose 

massive dans la zone d’induction, suggérant une corrélation entre augmentation de 

tension jonctionnelle et apoptose (Figure 44A, B). J’ai ensuite caractérisé ce qu’il en 
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était dans les tumeurs YkiSAx3. Si les tumeurs YkiSAx3 présentent des niveaux très 

faibles d’apoptose, la chose est bien différente lorsque l’on augmente la tension 

jonctionnelle. En effet, que ce soit dans le cas du flwRNAi ou de l’AJ-GFP-trap, j’ai pu 

observer la présence de beaucoup de cellules apoptotiques (Figure 44C-E). De façon 

intéressante, si l’AJ-GFP-Trap induit de l’apoptose dans toute la zone tumorale (Figure 

44C), le flwRNAi, induit de l’apoptose très localisée qui colocalise parfaitement avec 

l’augmentation de tension jonctionnelle (Figure 44C). De plus, en regardant plus en 

détails la localisation de l’apoptose dans le contexte YkiSAx3 modifié, j’ai remarqué que 

les cellules apoptotiques étaient localisées à proximité des cellules 

mésenchymateuses, induites par l’augmentation de tension jonctionnelle (Figure 44F). 

Ainsi, j’ai pu observer que dans les tumeurs drosophiles, il y a une corrélation 
spatiale et temporelle entre l’apoptose et la tension jonctionnelle et que cela 
précède la TEM dans les tumeurs Syx7RNAi.  

 

1.7 Un rôle de l’apoptose dans la progression tumorale ? 

La corrélation spatiale observée entre les cellules apoptotiques et les cellules 

mésenchymateuses dans le contexte YkiSAx3 et le fait que cette apoptose précède la 

TEM dans le contexte Syx7RNAi m’ont poussée à m’interroger sur un éventuel rôle des 

cellules apoptotiques sur la progression tumorale. 

En effet, les cellules apoptotiques sont connues pour influencer leur environnement 

via différents signaux biochimiques ou mécaniques. Pendant le développement par 

exemple, les cellules apoptotiques ont été montrées comme modifiant les propriétés 

mécaniques des cellules voisines, conduisant in fine à un changement de forme du 

tissu et à la formation d’un pli (Ambrosini et al., 2019; Monier et al., 2015). Les cellules 

apoptotiques peuvent également relarguer des facteurs qui vont influencer les cellules 

voisines. Ainsi, chez l’hydre, si la tête est coupée, les cellules apoptotiques présentes 

au niveau du site de coupure vont libérer des facteurs diffusibles comme Wnt3 et 

favoriser la prolifération des cellules autour pour permettre la régénération de la tête 

(Chera et al., 2009; Pérez-Garijo and Steller, 2015). De plus, bien que l’apoptose soit 

considérée comme un mécanisme protecteur puisqu’il permet l’élimination de cellules 

dangereuses (Hanahan and Weinberg, 2011; Pfeffer and Singh, 2018), quelques 
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études ont rapporté un rôle pro-prolifératif de l’apoptose dans certains contextes 

tumoraux (Ford et al., 2015; Huang et al., 2011). 

Aussi, pour tester un potentiel rôle de l’apoptose dans la progression tumorale, j’ai 

cherché à inhiber l’apoptose dans le contexte des tumeurs Syx7RNAi et observé si cela 

impactait la progression tumorale.  

Chez la drosophile, l’inhibition d’apoptose se fait principalement via l’utilisation d’un 

outil appelé p35, une protéine de baculovirus, (Hay et al., 1994) qui permet une 

inhibition des caspases effectrices (Figure 26). L’utilisation de p35 a néanmoins été 

montrée comme favorisant la formation de cellules dites « non-mortes ». Ces cellules 

« non-mortes » commencent le processus apoptotique mais puisque les caspases 

effectrices sont inhibées, elles ne peuvent pas achever le processus et restent 

bloquées dans cet état. Des études ont ainsi montré que les cellules « non-mortes » 

relarguent un certain nombre de facteurs favorisant la prolifération cellulaire des 

cellules voisines (Fogarty et al., 2016). Aussi, afin d’éviter de reproduire ce phénomène 

de cellules « non-mortes », j’ai donc testé d’autres outils pour inhiber l’apoptose. Un 

autre outil très répandu chez la drosophile est la surexpression de Diap1 (Figure 26). 

Diap1 est en effet l’inhibiteur endogène des caspases activatrices et effectrices. 

Néanmoins, cet outil ne s’est pas révélé efficace pour inhiber l’apoptose dans les 

tumeurs Syx7RNAi (Figure 45A, B). Par la suite, j’ai donc testé un miRNA dirigé contre 

les trois gènes pro-apoptotiques hid, reaper et grim (miRHG) (Lee et al., 2013). Cet 

outil s’est révélé efficace puisqu’il permettait de réduire très fortement la quantité 

d’apoptose observée dans les tumeurs Syx7RNAi (Figure 45A, B). Toutefois, puisque le 

but était d’inhiber complètement l’apoptose, j’ai utilisé ce miRHG dans un contexte 

sensibilisé dans lequel une des deux copies du locus contenant les trois gènes pro-

apoptotiques est absent grâce à l’utilisation d’une déficience nommée H99 (White et 

al., 1994). Dans ce cas, en utilisant la combinaison de ces deux outils (ci-après appelé 

miRHG ; DefH99), j’ai réussi à inhiber complètement l’apoptose dans les tumeurs 

Syx7RNAi et ce, quel que soit l’âge de la tumeur (Figure 45C). 
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Figure 45 : Stratégies pour inhiber l'apoptose dans les tumeurs Syx7RNAi 
(A) Vues générales de tumeurs Syx7RNAi qui expriment différents outils pour inhiber l’apoptose. Si de 
façon globale, les disques ont visuellement le même aspect, seuls les outils miRHG et miRHG Def H99 
se sont révélés efficace pour inhiber l’apoptose. (B) Quantifications des niveaux d’apoptose des images 
en (A). 20 disques ont été analysés pour chaque condition. (C) Quantifications des niveaux d’apoptose 
dans des tumeurs Syx7RNAi avec (LacZ) et sans apoptose (miRHG Def H99) au cours du temps. On note 
que l’outil utilisé est très efficace pour inhiber l’apoptose et ce, à n’importe quel temps de développement 
de la tumeur. Sur cette figure, les expériences ont été faites à 29°C. Le nombre de disques analysés 
pour la condition contrôle et Syx7RNAi est respectivement de 20 et 14 à 80h, 20 et 20 à 96h et 112h et 
19 et 22 à 128h ADO. Barre d’échelle 50μm. Tests statistiques (B, C) Mann-Whitney. **** p<0.0001, ns 
non significative. 
 

Figure 46 : L'apoptose favorise la TEM dans les tumeurs Syx7RNAi 
(A) Vues générales de tumeurs Syx7RNAi avec (LacZ) et sans apoptose (miRHG Def H99). Les deux 
tumeurs présentent un aspect et une taille similaire. (B-B’) Quantification de la répartition des 
phénotypes de tumeurs Syx7RNAi avec (LacZ) et sans apoptose (miRHG Def H99) pour 96h ADO (B) et 
128h ADO (B’) à 30°C. L’inhibition d’apoptose induit un fort retard dans la progression tumorale. Le 
nombre de disques analysés pour la condition LacZ et miRHG Def H99 est de 32 et 21 (B) et 19 et 22 
(B’). Barre d’échelle 50μm. 
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J’ai ensuite observé comment se développaient les tumeurs Syx7RNAi avec (+ LacZ) et 

sans apoptose (+ miRHG ; DefH99). Pour cela, je me suis d’abord placée au moment 

où les tumeurs commencent à devenir mésenchymateuses en condition LacZ. Si au 

niveau macroscopique les tumeurs Syx7RNAi + LacZ et Syx7RNAi + miRHG ; DefH99 

sont similaires (Figure 46A), en me basant sur le marqueur épithélial Dlg ainsi que sur 

l'état du cytosquelette d'actine au niveau cellulaire, je me suis aperçue que seulement 

15% des tumeurs étaient mésenchymateuses en condition miRHG ; DefH99 contre 

40% en condition LacZ (Figure 46B). Cela suggère un retard dans la progression 

tumorale et ce retard est d’autant plus visible si l’on observe des tumeurs plus âgées. 

En effet, en me plaçant au moment où toutes les tumeurs Syx7RNAi + LacZ ont subi une 

TEM et sont toutes devenues dysplasiques, j’ai constaté qu’en absence d’apoptose, 

60% des tumeurs était toujours à un état hyperplasique (Figure 46B’). 

Ainsi, si d’autres mécanismes additionnels doivent être mis en jeu puisque 
certaines tumeurs Syx7RNAi sans apoptose peuvent tout de même évoluer vers 
un état dysplasique, ces résultats montrent donc que l’apoptose favorise la 
transition épithélio-mésenchymateuse dans le contexte tumoral Syx7RNAi.  

 

1.8 L’apoptose fragilise les jonctions adhérentes et septées 

Afin de compléter ces résultats, j’ai ensuite souhaité tester si l’apoptose seule était 

suffisante pour induire la TEM dans un contexte tumoral. Pour cela, j’ai induit de 

l’apoptose ectopique dans le contexte YkiSax3 et observé si cela avait un impact sur la 

progression tumorale. J’ai utilisé une construction génétique permettant d’induire 

spécifiquement dans la zone tumorale de l’apoptose de façon contrôlée. Cette 

construction repose sur le principe d’une recombinase inductible par un choc 

thermique (37°C) qui excise une cassette stop et permet l’expression du gène pro-

apoptotique reaper dans un sous-ensemble de cellules. Plus le temps du choc 

thermique sera long, plus le nombre de cellules dans lesquelles la recombinaison a 

lieu est important (Figure 47A).  
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Figure 47 : Stratégie d'induction d'apoptose ectopique 
(A) Construction permettant d’induire de l’apoptose : sans choc thermique (HS), il n’y a pas d’expression 
de reaper dû à la présence de la cassette stop. Suite à un HS, cela permet l’expression de la flippase 
(flp) qui excise la cassette stop et permet l’expression de reaper (B) Suite à un HS d’une heure, induction 
d’apoptose massive dans la zone précurseur de l’aile entourée par des pointillés blancs. F-actine en 
vert et Dcp1 en rouge. L’expression du transgène inductible est sous le contrôle du pilote rotund-Gal4 
Barre d’échelle 50μm 
 

Cette construction s’est révélée particulièrement efficace dans un disque contrôle 

puisqu’un choc thermique d’une heure a permis de détruire la totalité des cellules du 

primordium de l’aile dans laquelle la construction était exprimée (Figure 47B). 

L’outil et la méthode étant fonctionnels, j’ai par la suite souhaité induire de l’apoptose 

dans le contexte YkiSAx3. Yki est cependant connu pour inhiber fortement l’apoptose 

en induisant l’expression de Diap1 (Huang et al., 2005a). Induire de l’apoptose 

semblait donc compliqué dans ce contexte. Néanmoins, puisque l’induction d’apoptose 

est une question de balance entre les signaux pro et anti-apoptotiques, j’ai testé 

d’induire de l’apoptose dans des tumeurs YkiSAx3 plutôt jeunes (entre 96h et 120h 

ADO), en espérant que les signaux anti-apoptotiques ne soient pas encore trop 

importants. Après avoir induit le choc thermique, j’ai laissé les tumeurs se développer 

24h avant de les disséquer pour voir si l’apoptose avait eu un impact sur le 

développement tumoral. Si normalement, il n’y a que vraiment très peu d’apoptose 

dans ce contexte (Figure 48A, haut), la construction s’est toutefois révélée très efficace 

pour induire de l’apoptose massive dans les tumeurs YkiSax3 (Figure 48A, bas). Alors 

que la quasi-totalité des cellules de la tumeur sont mortes par apoptose, certaines 

cellules au centre de la tumeur semblent avoir résisté à cette apoptose. De façon 
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surprenante, ces cellules ne présentent pas du tout la même morphologie que les 

cellules épithéliales que l’on observe normalement dans le contexte YkiSax3. En effet, 

ces cellules présentent une morphologie plus ronde, avec de la F-actine relocalisée 

autour du cortex, faisant clairement penser à des cellules mésenchymateuses (Figure 

48B).  

Toutefois, bien que ces résultats soient particulièrement prometteurs, je n’ai pas réussi 

à les reproduire. En effet, les autres essais réalisés ont effectivement induit de 

l’apoptose mais je n’ai observé aucune cellule mésenchymateuse. Le fait de ne pas 

avoir réussi à reproduire ces résultats suggèrent très fortement que la quantité 

d’apoptose ainsi que l’âge des tumeurs dans lesquelles l’apoptose est induite sont des 

facteurs particulièrement importants pour pouvoir observer une totale transformation 

de cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses. Néanmoins, je n’ai pas encore 

identifié les paramètres optimaux pour reproduire ces résultats. 

Cependant, en renouvelant l’expérience, j’ai pu observer une diminution reproductible 

de l’intensité des jonctions cellulaires. En effet, en réalisant un marquage pour les 

jonctions adhérentes (Ecad) et les jonctions septées (Dlg) afin de visualiser l’état des 

cellules, j’ai constaté que les niveaux de Ecad et de Dlg étaient plus faibles (près de 

50% plus faibles) dans les zones épithéliales à proximité de cellules apoptotiques par 

rapport aux zones épithéliales sans apoptose à proximité (Figure 49), témoignant 

d’une fragilité des jonctions adhérentes et septées. 

De façon intéressante, ces résultats corrèlent avec ce que l’on peut observer dans les 

tumeurs Syx7RNAi. En effet, à 96h ADO, moment où le tissu est toujours épithélial mais 

avec une apoptose massive (Figure 50A), j’ai observé des niveaux nettement plus 

faibles de Ecad dans la zone tumorale comparé au reste du disque (Figure 50B, C). 

Le trop petit nombre d’échantillons observés pour Dlg ne permet pas de montrer une 

différence significative. Néanmoins, les résultats semblent pointer vers une diminution 

de l’intensité dans la zone tumorale comparé au reste du disque (Figure 50B, D).  

Ainsi, l’apoptose pourrait faciliter la TEM en fragilisant notamment les jonctions 
adhérentes et les jonctions septées. 
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Figure 48 : L'apoptose induit la TEM dans une tumeur YkiSAx3 
(A). Vues générales de tumeurs YkiSAx3 (délimitées par les pointillées blancs) sans (en haut) et avec (en 
bas) HS de 5min qui permet d’induire de l’apoptose massive. F-actine en vert et apoptose (Dcp1) en 
rouge. Barre d’échelle 50μm (B) Zooms des vues générales montrées en (A). Sans HS (en haut), on 
retrouve une organisation strictement épithéliale, visualisée via la F-actine. Suite au HS (en bas), on 
observe des cellules plus rondes (zone pointillés jaunes), avec de la F-actine relocalisée autour du 
cortex, faisant penser à des cellules mésenchymateuses. F-actine en vert et DAPI en bleu. Barre 
d’échelle 10μm. 

Figure 49 : L'apoptose fragilise les jonctions adhérentes et septées dans les 
tumeurs YkiSAx3 
(A, A’) Zooms d’une tumeur YkiSAx3 sans (A) et avec induction d’apoptose (A’). Les marquages Ecad et 
Dlg ont été représentés avec une LUT d’intensité. On observe une nette diminution de l’intensité dans 
les cellules épithéliales à proximité des zones apoptotiques (flèches) comparé aux zones épithéliales 
sans apoptose (tête de flèche). (B, C) Quantifications des niveaux d’intensité de Ecad (B) et Dlg (C) 
dans les zones non apoptotiques (gris clair, n=20) et dans les zones apoptotiques (gris foncé, n=20). 
Tests statistiques (B) Wilcoxon, (C) t-test pairé, **** p<0.0001. 
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Figure 50 : La présence d'apoptose corrèle avec une fragilisation des jonctions 
dans les tumeurs Syx7RNAi à 96h ADO 
(A) Vues générales d’un disque contrôle (en haut) et Syx7RNAi (en bas) à 96h ADO. Barre d’échelle 
50μm. (B) Coupes sagittales réalisées selon l’axe en (A) pour des marquages Ecad et Dlg. Pour chaque 
contexte il y a une coupe en niveau de gris (gauche) et une coupe avec une LUT d’intensité (droite). On 
peut voir une diminution de l’intensité de Ecad et de Dlg dans la zone tumorale (tête de flèche) comparé 
à la zone du notum qui sert de contrôle interne (flèche). (C-D) Quantifications des niveaux d’intensité 
de Ecad (contrôle, n=9 ; Syx7RNAi, n=22) et de Dlg (contrôle, n=9 ; Syx7RNAi, n=11) respectivement. Les 
valeurs ont été normalisées en les divisant par l’intensité au niveau du notum. Barres d’échelle 50μm. 
Tests statistiques (C) t-test, (D) Mann-Whitney. *** p<0.001, ns non significative. 
 

1.9 Un lien entre apoptose et tension jonctionnelle ? 

Jusqu’ici, j’ai donc identifié deux facteurs, l’apoptose et la tension jonctionnelle, comme 

responsables de la progression tumorale en permettant notamment la TEM. Si j’ai 

montré que l’augmentation de tension jonctionnelle induit de l’apoptose, je me suis 

ensuite demandé si la réciproque était également vraie, c’est-à-dire si l’apoptose 

pouvait augmenter la tension jonctionnelle et mettre ainsi en place une boucle 

d’amplification entre les deux protagonistes. Dans le développement, les cellules 

apoptotiques induisent une augmentation de Myosine-II au niveau des jonctions 

adhérentes dans les cellules voisines, conduisant in fine à un changement de 

morphologie de tissu (Ambrosini et al., 2019; Monier et al., 2015).  

J’ai donc souhaité voir si les cellules apoptotiques observées à 96h ADO dans les 

tumeurs Syx7RNAi pouvaient être à l’origine de la modification des propriétés 

mécaniques observée dans ces mêmes tumeurs. Pour tester cela, j’ai inhibé 
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l’apoptose dans les tumeurs Syx7RNAi et observé l’effet sur l’augmentation de tension 

jonctionnelle à 96h ADO. Si l’inhibition d’apoptose induit une disparition des 

accumulations de Myosine-II au niveau basolatéral, dues initialement à la présence de 

cellules apoptotiques (Figure 51B), en quantifiant les niveaux de Myosine-II aux 

jonctions adhérentes, je n’ai observé aucune différence entre les tumeurs Syx7RNAi et 

celles dans lesquelles l’apoptose était inhibée (Figure 51). Ces résultats montrent donc 

que les cellules apoptotiques ne sont pas responsables de cette modification des 

propriétés mécaniques précoces. 

Figure 51 : L'apoptose n'altère pas les niveaux de Myosine-II apicale dans les 
tumeurs Syx7RNAi 
(A) Vues générales de tumeurs Syx7RNAi (zone en pointillés) avec (+ LacZ) et sans apoptose (+ miRHG 
Def H99) à 80h ADO à 30°C. Barre d’échelle 50μm. (B) zooms des vues générales en (A). Si on observe 
toujours cette accumulation de Myosine-II apicale, les agrégats baso-latéraux de Myosine-II 
disparaissent lorsque l’apoptose est inhibée. Myosine-II en vert et Apoptose (Dcp1) en rouge. A, Apical, 
B, Basal. Barre d’échelle 10μm. (C) Quantification de la Myosine-II apicale dans les tumeurs Syx7RNAi 
avec (LacZ, n=15) et sans apoptose (miRHG Def H99, n=13). Barre d’échelle (A) 50μm, (B) 10μm. Test 
statistique (C) Mann-Whitney. ns non significative. 
 

1.10 Un rôle direct de la tension jonctionnelle sur la TEM ? 

Enfin, au cours des expériences d’inhibition d’apoptose dans les tumeurs Syx7RNAi 

(voir partie 1.7), malgré un fort retard dans la TEM, j’avais observé que même sans 

apoptose, certaines tumeurs devenaient dysplasiques, suggérant donc un mécanisme 

additionnel responsable de la TEM (Figure 46B’). L’augmentation de tension 

jonctionnelle étant toujours présente malgré l’inhibition d’apoptose (Figure 51), je me 

suis donc demandé si elle seule pouvait induire la TEM. J’ai donc refait la même 
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expérience d’augmenter la tension jonctionnelle grâce au flwRNAi dans le contexte 

YkiSAx3 mais cette fois-ci en inhibant l’apoptose en même temps. De façon 

intéressante, j’ai observé que l’augmentation de tension jonctionnelle seule était 

capable d’induire la TEM de façon complètement indépendante de l’apoptose. En effet, 

dans les deux cas, avec et sans apoptose, j’ai observé des cellules avec une forme 

plus ronde et une relocalisation de la Myosine-II et de Dlg autour du cortex (Figure 52). 

Figure 52 : La tension jonctionnelle peut induire la TEM sans apoptose 
(A, A’) Vues générales (A) et zooms (A’) de tumeurs YkiSAx3 + flwRNAi avec (LacZ) et sans (miRHG Def 
H99) apoptose. (B) Quantification de l’apoptose dans ces deux contextes (LacZ, n=15 ; miRHG Def 
H99, n=13). (C) Quantification de la répartition des phénotypes pour ces deux contextes (LacZ, n=17 ; 
miRHG Def H99, n=20). On observe que dans les deux cas, les tumeurs sont mésenchymateuses, 
montrant que l’inhibition d’apoptose n’empêche pas la TEM induite par l’augmentation de tension 
jonctionnelle. Barres d’échelle (A) 50μm, (A’) 10μm. Test statistique (B) t-test. **** p<0.0001. 
 

Ainsi, la tension jonctionnelle et l’apoptose peuvent agir via deux voies 
différentes. Si l’augmentation de tension jonctionnelle induit de l’apoptose qui 
favorise la TEM, elle peut également induire la TEM dans une tumeur, 
indépendamment de l’apoptose, permettant la progression tumorale chez la 
drosophile.  

Ainsi, l’ensemble des résultats de cette partie ont permis l’identification d’un nouveau 

mécanisme responsable de la progression tumorale en favorisant la transition d’une 

tumeur hyperplasique vers une tumeur dysplasique. Après avoir caractérisé au niveau 

cellulaire spatialement et temporellement deux contextes génétiques, l’un 

hyperplasique et l’autre dysplasique, j’ai pu montrer qu’une augmentation de tension 
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jonctionnelle induit la transition hyperplasie-dysplasie. J’ai également pu montrer que 

cette transition peut être induite via l’induction d’apoptose mais également via une voie 

indépendante de l’apoptose. L’induction d’apoptose conduit à une fragilisation des 

jonctions adhérentes et septées, accélérant le processus de TEM et la progression 

tumorale. L’ensemble de ces résultats est représenté sur la Figure 53. 

Figure 53 : Schéma bilan : la tension jonctionnelle induit la progression tumorale 
via deux mécanismes distincts 
 

1.11 Vers l’identification d’une cible moléculaire responsable de la TEM 

dans un contexte tumoral 

La TEM est un processus finement régulé et contrôlé par différents facteurs de 

transcription (FT). Parmi ces FT, on peut distinguer deux types : ceux dits pro-

mésenchymateux et ceux dits pro-épithéliaux. Les FT pro-épithéliaux comme Ovo et 

Grh permettent de maintenir l’état épithélial de la cellule en favorisant l’expression de 

gènes spécifiques impliqués par exemple dans la formation des jonctions cellule-

cellule et dans la mise en place et le maintien de la polarité apico-basale. A l’inverse, 

les FT dits pro-mésenchymateux comme Snail, Twist et Zeb (zfh1 chez la drosophile) 

vont favoriser l’état mésenchymateux en (1) inhibant les gènes impliqués dans le 

maintien de l’état épithélial (jonctions adhérentes, polarité apico-basale…) et (2) en 

induisant l’expression de gènes impliqués dans l’état mésenchymateux (N-cadhérine, 

Vimentine…). La TEM est donc un processus finement régulé par une balance entre 

ces deux types de FT (Figure 17) (Nieto et al., 2016).  
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Je me suis donc demandé si l’augmentation de tension jonctionnelle ou l’apoptose, 

identifiés précédemment comme inducteurs de la TEM pouvaient le faire via 

l’activation ou l’inactivation d’un de ces FT. Pour tester cela, nous avons utilisé 

différentes lignées rapportrices pour ces FT (listés Figure 54E) et nous avons comparé 

leur niveau d’expression dans des cellules épithéliales et mésenchymateuses des 

tumeurs Syx7RNAi. Ce travail a été réalisé avec Lara Fernandez Martinez, une étudiante 

en Master 1 que j’ai encadrée avec Bruno Monier.  

Si les outils étaient bien fonctionnels (expression des FT dans les zones attendues, 

c’est-à-dire dans le notum pour Twist et Zfh1 et dans le disque d’œil-antenne pour 

Snail, Figure 54B, C astérisque) (Boukhatmi et al., 2020), de façon générale, nous 

n’avons détecté une expression dans la zone tumorale que pour les FT Zfh1 et Srp 

(Figure 54A-C, D). Néanmoins, les cellules marquées pour ces FT se sont par la suite 

révélés être des macrophages et non des cellules tumorales (Figure 54C’, D’) 

(Campbell et al., 2018; Melcarne et al., 2019).   

Figure 54 : Les FT pro-mésenchymateux ne sont pas exprimés dans les tumeurs 
Syx7RNAi 
(A, B, C, D) Vues générales de tumeurs Syx7RNAi avec différents FT-GFP : Snail (A), Twist (B), Zfh1 (C), 
Srp (D). (C’-D’) sont des zooms des zones en jaune en (C) et (D) respectivement avec un marquage 
NimC1 permettant de conclure que les cellules GFP sont en réalité des macrophages. (E) Tableau 
récapitulatif des lignées-GFP testées. La zone tumorale est entourée en pointillés blancs. 
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Puisque nous n’avons pas détecté les FT inducteurs de la TEM Snail, Twist Zfh1 et 

Srp dans les tumeurs Syx7RNAi, nous nous sommes par la suite intéressés aux FT 

responsables du maintien de l’état épithélial, comme Grainyhead (Grh) (Nieto et al., 

2016). En utilisant une lignée Knock-in GFP pour Grh, nous avons constaté que ce FT 

était effectivement exprimé dans les cellules tumorales (Figure 55A). De manière 

intéressante, nous avons observé des niveaux d’expression différents entre les zones 

épithéliales et les zones mésenchymateuses (Figure 55A). En effet, les niveaux 

d’expression de Grh sont nettement diminués dans les zones mésenchymateuses par 

rapport aux zones épithéliales (Figure 55B) des tumeurs Syx7RNAi, ce qui est cohérent 

avec le rôle pro-épithélial de Grh. 

 

Figure 55 : Grh est réprimé dans les cellules mésenchymateuses des tumeurs 
Syx7RNAi et YkiSAx3 + flwRNAi 
(A, C) Tumeur Syx7RNAi et YkiSAx3 + flwRNAi respectivement exprimant Grh-GFP. On trouve deux types 
de zones sur ces zooms : les zones en jaune sont des zones épithéliales, comme le montre le marquage 
Dlg tandis que les zones en rouge correspondent à des zones mésenchymateuses. (B, D) 
Quantifications de l’intensité de Grh-GFP par noyau pour des zones épithéliales (hyperplasie) et 
mésenchymateuses (dysplasie) pour les tumeurs Syx7RNAi (B) et YkiSAx3 + flwRNAi (D). Le nombre de 
disques analysés est de 16 (B) et de 6 (D). Tests statistiques (B-D) Mann Whitney. P-value : *** p<0.001 
; * p<0.05. 
 

Puisque Grh est réprimé dans les cellules mésenchymateuses des tumeurs Syx7RNAi, 

nous avons souhaité voir ce qu’il en était dans les cellules mésenchymateuses induites 

par l’augmentation de tension jonctionnelle dans le contexte YkiSAx3. Les résultats ont 
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été similaires à ceux obtenus dans les tumeurs Syx7RNAi : un niveau d’expression 

moins important dans les cellules mésenchymateuses induites par l’augmentation de 

tension jonctionnelle par rapport aux cellules épithéliales autour (Figure 55C, D). Ces 

résultats, bien que préliminaires et à confirmer, montrent donc que Grh est réprimé (1) 

dans les cellules mésenchymateuses qui surviennent naturellement dans les tumeurs 

Syx7RNAi et (2) dans celles induites par l’augmentation de tension jonctionnelle dans 

les tumeurs YkiSAx3. 

Ces résultats suggèrent que Grh est un candidat particulièrement intéressant 
qui pourrait être un responsable moléculaire de la TEM induite par 
l’augmentation de tension jonctionnelle et l’apoptose dans un contexte tumoral 
chez la drosophile. 

 

 

2 Résultats complémentaires : caractérisation et étude 
fonctionnelle de MMP1 dans les tumeurs 

Dans la première partie, nous avons vu que l’apoptose favorisait la TEM dans un 

contexte tumoral chez la drosophile et que cela pouvait se faire via la fragilisation des 

jonctions adhérentes et septées. 

Néanmoins, nous avions également considéré d’autres mécanismes d’action des 

cellules apoptotiques, notamment la sécrétion de Métalloprotéinases de la Matrice 

(MMP). En effet, des études ont montré que dans le développement, les cellules 

apoptotiques étaient capables de libérer des MMP, ce qui favorisait la digestion de la 

Matrice extracellulaire (MEC) et permettait la fusion des deux plaques formant ainsi le 

palais chez les mammifères (Cuervo and Covarrubias, 2004). 

Ainsi, si nous n’avons pas observé d’altération de la MEC très tôt dans le 

développement tumoral des tumeurs Syx7RNAi (Figure 33), nous avons cependant 

constaté que celle-ci est dégradée à 120h ADO (Figure 33), pouvant ainsi suggérer la 

présence de MMP. Cette caractérisation a été réalisée avec Maëva Sautron, étudiante 

en Master 1 que j’ai encadrée avec Bruno Monier.  
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Si chez les mammifères, il existe plus d’une vingtaine de MMP, chez la drosophile, il 

n’en existe que deux : MMP1 qui est sécrétée et a été montrée comme impliquée dans 

la tumorigénèse (Lochter et al., 1997; Lodge et al., 2021) et MMP2 qui n’est pas 

secrétée (Ramos-lewis and Page-mccaw, 2019). Nous nous sommes focalisées sur 

MMP1. A l’aide d’un anticorps dirigé contre MMP1, nous avons commencé par faire 

une cinétique des tumeurs et caractérisé la présence de MMP1 dans les tumeurs 

Syx7RNAi. Nous avons constaté que, tout comme l’apoptose, MMP1 est présent de 

façon massive et ce, avant toute transformation du tissu à 96h ADO (Figure 56A, B). 

De plus, les niveaux de MMP1 augmentent pour atteindre un maximum à 120h ADO, 

moment où la MEC est dégradée (Figure 56B).  A l’inverse, nous n’avons observé 

aucune MMP1 dans les tumeurs YkiSAx3 (Figure 56A). Ici, nous avons donc une 

corrélation entre l’apoptose, la présence de MMP1 et l’évolution en tumeur 

dysplasique.  

Nous avons par la suite souhaité tester le rôle de MMP1 dans le développement 

tumoral. En effet, si la présence de MMP a souvent été décrite comme associée à de 

mauvais pronostics ou permettant la formation de métastases (Egeblad and Werb, 

2002), les MMP ont également été montrées comme pouvant induire la TEM (Sternlicht 

et al., 1999). Nous avons donc testé si la présence de MMP1 dans les tumeurs YkiSAx3 

était suffisante pour induire la TEM et permettre la progression tumorale. Si l’outil utilisé 

est particulièrement efficace puisqu’il permet d’induire de hauts niveaux de MMP1 

dans les tumeurs YkiSAx3 (Figure 56C, C’), cela n’a cependant eu aucun effet sur le 

développement tumoral puisque toutes les tumeurs observées étaient strictement 

épithéliales (Figure 56D). Néanmoins, il serait intéressant de tester l’expérience 

inverse dans les tumeurs Syx7RNAi. En effet, puisque dans ce contexte, MMP1 est 

présente massivement et ce, juste avant la dégradation de la MEC et avant l’induction 

de la TEM, il serait intéressant de bloquer MMP1 et de voir si cela affecte la 

progression tumorale. Malheureusement faute de temps, cette expérience n’a pas pu 

être réalisée.  

Cette étude, encore préliminaire a permis de faire une caractérisation détaillée de la 

présence de MMP1 dans les contextes tumoraux Syx7RNAi et YkiSAx3. Si MMP1 ne 

semble pas avoir d’effet sur la TEM dans les tumeurs YkiSAx3, il est tout à fait possible 

que l’effet soit à distance. En effet, MMP1 a été montrée chez la drosophile comme 

impliquée dans un phénomène de cachexie. Ce phénomène, souvent associé à des 
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cancers avancés et à de mauvais pronostics chez l’homme, se traduit par une perte 

progressive des muscles squelettiques, du corps gras et une anorexie (Lodge et al., 

2021). Il serait donc intéressant de regarder si dans les tumeurs YkiSAx3, MMP1 ne 

serait pas également impliquée dans un phénomène de cachexie. 

Figure 56 : Expression et impact de MMP1 sur le développement des tumeurs 
(A) Vues générales à 96h ADO d’un disque contrôle, d’une tumeur YkiSAx3 et d’une tumeur Syx7RNAi. On 
observe une corrélation entre la présence de MMP1 et la présence d’apoptose uniquement dans les 
tumeurs Syx7RNAi juste avant la TEM. (B) Quantification du volume de MMP1 par rapport au volume du 
disque dans les tumeurs Syx7RNAi au cours du temps. Le nombre de disques analysés pour la condition 
contrôle (gris) et Syx7RNAi (cyan) sont respectivement de 6 pour la 96h, 2 et 17 pour 120h et 14 pour 
144h. (C) Vues générales de tumeurs YkiSAx3 contrôle (LacZ) et avec une surexpression de MMP1 
(MMP1). La zone tumorale est délimitée par les pointillés. (C’) Quantification du volume de MMP1 par 
rapport au volume du disque dans les tumeurs YkiSax3 sans (LacZ, n=8) et après induction de MMP1 
(MMP1, n=15). (D) Répartition des phénotypes observés sans (LacZ, n=8) et après induction de MMP1 
(MMP1, n=15) dans des tumeurs YkiSAx3. Barre d’échelle 50μm. Test statistique (C’) t-test. **** 
p<0.0001. 
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Dans cette étude, j’ai ainsi pu mettre en évidence un rôle nouveau des propriétés 

mécaniques dans la tumorigénèse chez la drosophile. J’ai pu montrer qu’une 

modification des propriétés mécaniques, particulièrement une augmentation de 

tension au niveau des jonctions adhérentes, était suffisante pour induire le 

changement d’état de cellules épithéliales en cellules quasi-mésenchymateuses, 

permettant donc la conversion d’une tumeur hyperplasique en tumeur dysplasique. J’ai 

également pu mettre en évidence que cette transition se fait en grande partie grâce à 

l’induction d’apoptose. En effet, l’augmentation de tension jonctionnelle observée 

induit de l’apoptose qui, probablement en démantelant les jonctions adhérentes et 

septées, favorise le changement d’état des cellules. Ces résultats sont résumés en 

Figure 57.  

Figure 57 : Bilan de mes résultats de thèse 
 

Ce modèle ayant mis en évidence la tension jonctionnelle et l’apoptose comme des 

facteurs pro-tumoraux qui favorisent la transition hyperplasie-dysplasie, ce sont les 

deux aspects sur lesquels je vais me concentrer dans la discussion. Dans une 

troisième partie, je discuterai d’une éventuelle généralisation du processus identifié 

dans les contextes génétiques Syx7RNAi et YkiSAx3.  
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1 Propriétés mécaniques et tumorigénèse 

Au cours de cette étude, j’ai pu observer que les tumeurs Syx7RNAi présentent un 

phénotype bien particulier et ce, avant même que la tumeur ne se développe. En effet, 

j’ai observé la présence d’une accumulation de F-actine et de Myosine-II 

particulièrement importante et spécifiquement au niveau des jonctions adhérentes.  

De nombreuses études ont cherché à déterminer le rôle des propriétés mécaniques 

des cellules tumorales sur la progression de la tumeur. Si les résultats sont parfois 

contradictoires, il en ressort néanmoins que les cellules, en devenant tumorales, 

semblent passer par un état transitoire de rigidité, associé à de la prolifération 

(Plodinec et al., 2012; Tavares et al., 2017; Wu et al., 2020; Zhang et al., 2002). Ces 

études, pour la plupart réalisées sur des cellules en culture, font référence à la 

« contractilité cellulaire », souvent associée à l’activation de Rho et ROCK. En effet, 

dans la plupart des études, les niveaux d’activation de Rho et ROCK constituent le 

principal facteur permettant de mesurer l’état mécanique des cellules : des hauts 

niveaux de Rho et ROCK sont associés à une forte contractilité cellulaire et donc une 

rigidité plus importante tandis qu’à l’inverse, de faibles niveaux sont associés à des 

cellules plutôt souples. La perturbation des propriétés mécaniques des cellules 

tumorales est d’ailleurs également faite de manière globale, via l’activation constitutive 

ou l’inhibition totale de Rho/ROCK dans la totalité des cellules, grâce à l’utilisation de 

mutants inductibles ou de drogues (Paszek et al., 2005; Rath et al., 2017; Samuel et 

al., 2011). 

Contrairement à ce genre d’expériences, dans mes travaux, j’ai une résolution 

subcellulaire. Si à l’origine, j’ai commencé par observer les niveaux globaux de F-

actine et Myosine-II dans la zone tumorale, par la suite je me suis focalisée sur les 

jonctions adhérentes où la Myosine-II s’accumule spécifiquement. J’ai d’abord montré 

que dans le contexte Syx7RNAi, avant la formation de la tumeur, la Myosine-II 

s’accumule aux jonctions adhérentes, induisant ainsi une augmentation de tension 

jonctionnelle, testée par ablation laser. De façon intéressante, cette augmentation de 

tension jonctionnelle n’était pas présente dans le deuxième contexte génétique que 

j’ai utilisé, YkiSAx3, suggérant que cette modification de propriétés mécaniques pourrait 

être spécifique d’un certain type de tumeurs, peut-être celles qui sont amenées à 

évoluer en dysplasie.  
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Si les propriétés mécaniques des cellules ont principalement été associées à une 

induction de prolifération dans la tumorigénèse, ici j’ai montré pour la première fois 

qu’elles pourraient également être responsables d’un changement d’état des cellules, 

passant d’un état épithélial à un état mésenchymateux, induisant par conséquent des 

tumeurs plus agressives. En effet, une augmentation de tension jonctionnelle, via 

l’utilisation de l’ARNi dirigé contre flapwing est suffisante pour induire la transition des 

tumeurs YkiSAx3 hyperplasiques, vers des tumeurs dysplasiques. Néanmoins, en 

utilisant cet outil, on peut se demander si, comme dans les études précédentes, on ne 

perturbe pas d’autres acteurs ou composants de la cellule. Il serait dans ce cas difficile 

de savoir si l’induction de la transition hyperplasie-dysplasie est effectivement due à 

l’augmentation de tension jonctionnelle ou la conséquence d’un autre mécanisme 

perturbé dans la cellule. C’est pourquoi, dans le contexte YkiSAx3, l’utilisation de l’AJ-

GFP-Trap est particulièrement intéressante. En effet, en utilisant cet outil, la Myosine-

II, déjà présente dans la cellule, est simplement relocalisée aux jonctions adhérentes. 

Ici, c’est donc la localisation de la Myosine-II dans la cellule que l’on modifie mais sans 

affecter d’autres cibles ou la quantité totale de Myosine-II dans la cellule. Aussi, dans 

mon cas, je suis confiante sur le fait que c’est bien la Myosine-II, localisée 

spécifiquement aux jonctions adhérentes qui induit la transition hyperplasie-dysplasie.  

Néanmoins, si dans cette étude, je me suis focalisée sur les propriétés mécaniques 

des jonctions adhérentes, j’ai également considéré l’impact des propriétés mécaniques 

de la Matrice extracellulaire (MEC) qui jouent un rôle clé dans la tumorigénèse chez 

les mammifères.   

J’ai ainsi pu observer dans les tumeurs Syx7RNAi, qu’avant la formation de la tumeur, 

moment où la tension jonctionnelle est augmentée, que la MEC est toujours présente 

et ne semble pas modifiée par rapport à un disque contrôle, sur la base de l’intensité 

de fluorescence du Collagène IV et sur la répartition de la Taline, un composant 

mécanosensible qui réagit aux forces mécaniques (Klapholz and Brown, 2017). J’ai 

toutefois constaté que la MEC était dégradée lorsque les cellules tumorales étaient 

devenues mésenchymateuses. J’ai également observé la présence de 

Métalloprotéinases de la Matrice (MMP) dans les tumeurs Syx7RNAi et ce, très tôt dans 

le développement tumoral, avant la dégradation de la MEC.  
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Chez les mammifères, la MEC a été montrée comme jouant un rôle clé dans le 

développement tumoral en favorisant notamment la TEM et la migration de cellules en 

culture lorsqu’elle est rigide (Mekhdjian et al., 2017; Wei et al., 2015). Les MMP ont 

quant à elles été montrées dans des modèles de tumeurs drosophile montrées comme 

responsables du remodelage de la MEC, permettant ainsi la migration des cellules 

tumorales et la formation des métastases (Beaucher et al., 2007; Page-McCaw et al., 

2003; Srivastava et al., 2007).  

Dans mon cas, bien que je ne puisse pas exclure complètement le rôle de la MEC sur 

la transition hyperplasie-dysplasie, mes résultats montrent que (1) sa dégradation 

arrive après la TEM, (2) les modifications du cytosquelette d’actomyosine des cellules 

tumorales au niveau basal sont minimes par rapport à celles observées au niveau 

apical et (3) que la tension au niveau des jonctions adhérentes contrôle la TEM. Cela 

suggère fortement que si la MEC joue un rôle dans la progression tumorale, c’est 

probablement sur les étapes plus tardives comme lors de la formation des métastases 

par exemple, étape que je n’ai pas regardée au cours de ma thèse.  

C’est donc au niveau des jonctions adhérentes spécifiquement que semblent jouer les 

propriétés mécaniques pour induire la transition hyperplasie-dysplasie.  

1.1 Quelle est l’origine de l’augmentation de tension jonctionnelle ? 

Dans le cas des tumeurs Syx7RNAi, plus que spécifiquement au niveau des jonctions 

adhérentes, les propriétés mécaniques semblent être affectées de façon générale. En 

effet, j’ai observé une accumulation de Myosine-II au niveau des jonctions adhérentes 

mais également une légère augmentation au niveau basal, suggérant (1) un 

recrutement spécifique aux jonctions adhérentes, (2) une stabilisation de la protéine 

et/ou (3) une augmentation de la transcription. 

En utilisant la lignée knock-in Sqh-GFP (qui permet de visualiser la chaîne régulatrice 

de la Myosine-II, Spaghetti Squash chez la drosophile), j’ai pu observer dans le cas 

des tumeurs Syx7RNAi une accumulation de Sqh, spécifiquement au niveau des 

jonctions adhérentes, avant même que la tumeur ne se forme. A l’inverse dans le 

contexte YkiSAx3, je n’ai pas observé d’accumulation de Sqh dans la zone tumorale, les 

niveaux protéiques étant même plus faibles que dans le cas d’un disque contrôle. Ces 
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résultats montrent qu’il y a effectivement un recrutement spécifique de Myosine-II aux 

jonctions adhérentes.  

Néanmoins, pour compléter ces résultats, j’ai par la suite testé s’il y avait également 

une augmentation transcriptionnelle. Pour cela, j’ai utilisé une lignée dans laquelle une 

protéine fluorescente, mCherry, est sous contrôle d’un enhanceur de spaghetti squash 

(sqh), la chaîne régulatrice de la Myosine-II chez la drosophile. Cette lignée permet 

donc de rapporter, au moins en partie, l’expression du gène sqh. J’ai donc utilisé cette 

construction dans les deux contextes tumoraux utilisés : Syx7RNAi et YkiSAx3. De façon 

intéressante, les résultats obtenus semblent cohérents avec ce que nous avions 

observé au niveau protéique : dans le cas des tumeurs Syx7RNAi, on observe une forte 

augmentation de l’expression de mCherry dans la zone tumorale (Figure 58), 

suggérant une forte expression de sqh tandis que les niveaux ne semblent pas 

modifiés dans le contexte YkiSAx3 (Figure 58). Ces résultats, bien que préliminaires 

suggèrent que l’accumulation de Myosine-II observée au sein de la tumeur Syx7RNAi 

pourrait être favorisée par une surexpression au niveau transcriptionnel. Néanmoins, 

pour confirmer cette hypothèse, il serait intéressant de compléter ces résultats en 

vérifiant dans un premier temps l’expression de sqh en réalisant une hybridation in 

situ. En effet, si les résultats semblent cohérents avec ce que nous avons observé au 

niveau protéique, ici il faut garder en tête que dans la lignée utilisée, mCherry n’est 

sous le contrôle que d’un seul enhanceur de sqh et ne rapporte peut-être donc pas 

exactement l’expression de sqh. Par la suite, il serait intéressant de regarder plus tôt 

dans le développement des tumeurs Syx7RNAi. En effet, ici, l’expression de sqh a été 

regardée dans des tumeurs Syx7RNAi à un stade avancé, lorsque les tumeurs sont déjà 

devenues dysplasiques. Il serait maintenant intéressant de regarder à un stade 

beaucoup plus précoce, lorsque la tumeur n’est pas encore formée pour voir si 

l’augmentation de Myosine-II observée à 96h ADO serait effectivement due à une 

modification du programme transcriptionnel de sqh. Si c’est le cas, cela pourrait 

indiquer que la modification de l’expression de sqh pourrait peut-être être un marqueur 

très précoce des tumeurs agressives. 
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Figure 58 : L'augmentation protéique de Sqh est due à une augmentation 
transcriptionnelle 
Projections maximums, de disques contrôle, de tumeurs Syx7RNAi et de tumeurs YkiSAx3 dans lequel on 
peut visualiser l’expression du gène sqh codant pour la chaîne régulatrice de la Myosine-II. La zone 
précurseur de l’aile, zone d’induction de la tumeur, est délimitée par des pointillés. On note que dans 
les tumeurs Syx7RNAi, le gène sqh est largement surexprimé par rapport au reste du disque, tandis que 
les niveaux d’expression ne semblent pas modifiés dans les tumeurs YkiSAx3. Barre d’échelle 50µm 
 

Ainsi, ces résultats montrent donc que l’accumulation jonctionnelle de Myosine-II 

observée dans les tumeurs Syx7RNAi est le résultat d’un recrutement spécifique de la 

Myosine-II aux jonctions adhérentes mais pourrait également être facilitée par une 

augmentation transcriptionnelle de sqh.  

Toutefois, l’augmentation transcriptionnelle ne semble pas être un prérequis pour 

induire la transition hyperplasie-dysplasie puisque les expériences réalisées dans le 

contexte YkiSAx3 avec l’AJ-GFP-Trap montrent que la relocalisation de la Myosine-II 

déjà présente dans la cellule est suffisante pour induire la transition hyperplasie-

dysplasie, sans qu’il n’y ait eu d’augmentation transcriptionnelle. 

Aussi, si dans le contexte Syx7RNAi, les résultats suggèrent qu’il y a une augmentation 

transcriptionnelle de sqh, c’est la relocalisation aux jonctions adhérentes qui joue un 

rôle clé dans la transition hyperplasie-dysplasie. Néanmoins, plusieurs questions 

restent toujours sans réponse : (1) quels sont les mécanismes qui permettent de 

localiser spécifiquement la Myosine-II aux jonctions adhérentes ? et (2) comment cette 

augmentation de tension jonctionnelle agit pour induire la transition hyperplasie-

dysplasie ? 
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1.2 Comment l’augmentation de tension jonctionnelle agit pour induire la 

transition hyperplasie-dysplasie ? 

1.2.1 Un effet mécanique direct sur la stabilité/intégrité des jonctions 

adhérentes ? 

Au cours du développement, les forces induites par la Myosine-II peuvent avoir des 

effets très différents sur les jonctions adhérentes. Au cours de l’invagination du 

mésoderme par exemple, la contraction du réseau apical de Myosine-II conduit à une 

stabilisation des jonctions adhérentes, permettant ainsi de prévenir leur 

démantèlement (Figure 59B’) (Weng and Wieschaus, 2016). A l’inverse, au cours de 

l’élongation de la bande germinale, les forces induites par la Myosine-II le long des 

jonctions adhérentes conduisent à un démantèlement des jonctions en induisant 

l’endocytose de la E-cadhérine (Figure 59B) (Levayer et al., 2011). Ainsi, en fonction 

du réseau de Myosine-II et de l‘orientation des forces sur les jonctions adhérentes, les 

effets peuvent être opposés (Figure 59). Néanmoins, il est important de garder en tête 

que dans ces deux études, les tissus étudiés ne sont pas les mêmes puisque dans un 

cas il s’agit du mésoderme et dans l’autre de l’ectoderme. Pour éviter cette différence 

et étudier spécifiquement l’impact des différents réseaux de Myosine-II sur les 

jonctions adhérentes, Kale et al. se sont placés dans les cellules de l’ectoderme 

uniquement. Ils ont pu montrer qu’en augmentant spécifiquement les niveaux de la 

Myosine-II apicale dans ces cellules (grâce à la surexpression de Concertina, un 

régulateur de Rho1), cela induit un recrutement de Vinculine et donc une stabilisation 

des jonctions adhérentes. A l’inverse, une potentialisation des forces générées par la 

Myosine-II le long des jonctions adhérentes (que les auteurs décrivent comme une 

force de cisaillement), induite par l’ablation laser de jonctions voisines, conduit à une 

déstabilisation de la E-cadhérine. Ensemble, ces résultats montrent que, 

indépendamment du type de tissu, c’est effectivement l’orientation des forces 

appliquées par les différents réseaux de Myosine-II qui va jouer sur la stabilisation ou 

le démantèlement des jonctions adhérentes (Kale et al., 2018). 
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Figure 59 : Impact de la Myosine-II sur les jonctions adhérentes 
(A) Schématisation des différents réseaux d’actomyosine que l’on retrouve au sein de la cellule, 
notamment les réseaux apicaux et au niveau des jonctions adhérentes, sur lesquels je vais me 
concentrer. (B-B’) Schématisation de l’impact des forces mécaniques sur les jonctions adhérentes au 
cours de l’intercalation cellulaire (B) et de la constriction apicale observée par exemple lors de 
l’invagination du mésoderme chez la drosophile (B’). Dans les deux cas, les forces ne sont pas induites 
par les mêmes réseaux d’actomyosine (au niveau des jonctions pour l’intercalation cellulaire et au 
niveau apical pour la constriction apicale) et l’orientation des forces est également différentes. Ces 
différences pourraient expliquer l’effet différentiel pour les jonctions adhérentes. 
 

Si dans mon cas, je me suis focalisée sur les jonctions adhérentes, certainement au 

niveau de la ceinture de Myosine-II, je ne sais pas comment sont organisés les autres 

réseaux, et notamment le réseau apical. En effet, pour toutes nos analyses et 

observations, nous nous sommes basés sur des coupes sagittales, permettant 

d’observer la cellule le long de son axe apico-basal. Néanmoins, en réalisant les 

images de cette manière, il est impossible de visualiser nettement le cortex apical 

d’actomyosine. C’est pourquoi, il serait intéressant de réimager des tumeurs Syx7RNAi 

en se focalisant sur la surface apicale. Cela permettrait de mieux comprendre quels 

sont les réseaux et forces appliqués sur les jonctions adhérentes et de comprendre 

leurs effets. Réaliser des expériences d’imagerie en temps réel, où l’on pourrait 

visualiser en même temps la Myosine-II et les jonctions adhérentes, nous permettrait 

d’avoir une vision de la dynamique existante entre ces deux acteurs. Ici, on pourrait 

par exemple imaginer que l’augmentation de tension jonctionnelle, causée par la 

ceinture aux jonctions adhérentes pourrait induire un démantèlement des jonctions 

adhérentes, de façon similaire à ce qui a été observé lors de l’élongation de la bande 

germinale. En effet, la contraction de la Myosine-II au niveau des jonctions adhérentes 

conduit à un raccourcissement de ces jonctions (Bertet et al., 2004; Kale et al., 2018; 

Rauzi et al., 2010) et à l’endocytose de la E-cadhérine (Levayer et al., 2011). Dans le 

cas des tumeurs, il est possible que l’accumulation de Myosine-II aux jonctions 
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adhérentes conduise également à un raccourcissement des jonctions, induisant ainsi 

la déformation de la membrane plasmique qui formerait alors des petits 

bourgeonnements. Le système d’endocytose pouvant être activé par les forces 

mécaniques (Cavanaugh et al., 2020), il pourrait alors se mettre en place pour éliminer 

ce « surplus » de membrane, éliminant en même temps petit à petit la E-cadhérine, ce 

qui perturberait l’identité épithéliale de la cellule et induirait la transition vers un état 

mésenchymateux. 

1.2.2 Un effet à plus long terme via l’activation de mécanismes de 

mécanotransduction ? 

Si l’effet de la Myosine-II pourrait être à court terme, en jouant directement sur les 

jonctions adhérentes, il est également possible qu’elle ait un effet sur du plus long 

terme via une cascade de mécanotransduction. En effet, il est connu que les jonctions 

adhérentes sont des sites importants pour la mécanotransduction. En réagissant aux 

forces qui s’y appliquent, le complexe des jonctions adhérentes réagit, change de 

conformation (l’α-caténine s’ouvre et permet le recrutement de la Vinculine) et 

transmet un signal à l’intérieur de la cellule (Yao et al., 2014; Yap et al., 2018). Dans 

notre cas, il n’est donc pas étonnant que l’augmentation de tension jonctionnelle 

puisse induire un changement à l’intérieur de la cellule.  

On pourrait par exemple imaginer que l’augmentation de tension jonctionnelle induise 

l’activation de voies de signalisations, comme par exemple la voie JNK (pour c-Jun N-

terminal Kinase), (Figure 60) une voie essentielle pour la formation de tumeurs (La 

Marca and Richardson, 2020). En effet, il a été montré qu’il existe un lien étroit entre 

les propriétés mécaniques d’un tissu et l’activation de la voie JNK. Généralement 

déclenchée par la fixation de son ligand TNFα (Eiger chez la drosophile) sur l’un de 

ses récepteurs membranaires, plusieurs études ont montré que des régulateurs du 

cytosquelette d’actomyosine peuvent aussi activer la voie JNK  dans plusieurs 

contextes tumoraux (Ma et al., 2015; Rudrapatna et al., 2014; Warner et al., 2010) et 

non tumoraux (Kirchner et al., 2007; Neisch et al., 2010).  
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Figure 60 : Voie de signalisation JNK chez la drosophile 
La fixation du ligand Eiger sur ses récepteurs Wengen (Wgn) et Grindelwald (Grnd) induit l’activation 
des kinases dTAK, Slipper (slpr) et Wallenda (Wnd) qui vont à leur tour activer hemipterous qui va 
activer basket et induire la translocation des facteurs de transcription Kayak et Jun-related-antigen (Jra) 
qui vont pouvoir activer différents gènes cible. La voie JNK a été montrée comme ayant à la fois un rôle 
antitumoral et un rôle pro-tumoral, selon les contextes. En bas de la figure sont mentionnés quelques 
études (liste non exhaustive) qui ont montré ces différents rôles dans la tumorigénèse. 
 
 

La voie JNK est une voie de signalisation impliquée notamment dans l’induction 

d’apoptose des cellules anormales (Dhanasekaran and Reddy, 2008). Néanmoins, 

des études ont également montré que si cette voie peut avoir un rôle protecteur, au 

sein des cellules tumorales elle participe activement au processus de tumorigénèse. 

Elle a par exemple été décrite dans plusieurs modèles de tumeurs comme favorisant 
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la prolifération des cellules tumorales (La Marca and Richardson, 2020). La voie JNK 

a également été associée à la formation de tumeurs dysplasiques, dans le cas d’une 

coopération avec une mutation de Raf (Khoo et al., 2013) ou encore dans le cas d’une 

coopération entre les mutations RasV12 et scrib-/-. Ainsi, une étude de Wu et al. a permis 

de montrer que la mutation scrib-/-, qu'elle soit au sein de la même cellule exprimant 

RasV12 ou dans la cellule voisine, induit l'activation de la voie JNK dans la cellule 

exprimant RasV12, entrainant la formation d’une tumeur massive et invasive (Wu et al., 

2010) (Figure 60). Dans les tumeurs Syx7RNAi et YkiSAx3, l’augmentation de la tension 

jonctionnelle induit à la fois le changement d’état de cellules épithéliales en cellules 

mésenchymateuses de façon concomitante avec l’induction d’apoptose. Au vu du lien 

existant entre cytosquelette d’actomyosine et activation de la voie JNK et du rôle de 

cette voie dans l’induction d’apoptose et dans la progression tumorale, il est tout à fait 

envisageable que la voie JNK soit, au moins en partie, le chainon manquant entre les 

jonctions adhérentes et le changement d’état des cellules dans notre modèle. 

Pour tester cela, il serait intéressant de caractériser la voie JNK dans les modèles de 

tumeurs Syx7RNAi et YkiSAx3. Une précédente étude a montré, en étudiant l’expression 

d’une cible de la voie, puc, que la voie JNK est activée dans les tumeurs Syx7RNAi et 

ce, avant même la formation de la tumeur (Colombani et al., 2012), ce qui semble 

cohérent avec la présence de MMP1 que nous avons observée. Puisque nous n’avons 

pas observé de MMP1 dans les tumeurs YkiSAx3, cela suggère que la voie JNK n’y 

serait pas activée et qu’elle pourrait donc avoir un rôle important spécifiquement dans 

les tumeurs amenées à évoluer en dysplasie. Pour tester cela, il serait intéressant 

d’inhiber la voie JNK dans les tumeurs Syx7RNAi (en utilisant un dominant-négatif contre 

basket par exemple) ou au contraire de l’activer dans les tumeurs YkiSAx3 (en utilisant 

une forme constitutive active d’hemipterous) et d’observer si cela impacte à la fois la 

présence d’apoptose et la transition hyperplasie-dysplasie.  

Dans un second temps, il serait intéressant de tester l’impact des forces mécaniques 

sur l’activation de cette voie. Dans la littérature, il est décrit que les régulateurs 

RhoGEF2, Rho1 et Rok ainsi que l’utilisation d’un mutant flw induisent l’activation de 

la voie JNK (Brumby et al., 2011; Khoo et al., 2013; Kirchner et al., 2007; Neisch et al., 

2010; Warner et al., 2010). Dans notre modèle de tumeurs Syx7RNAi, l’origine de 

l’augmentation de tension jonctionnelle est toujours inconnue et puisque nous n’avons 

pas identifié d’outils pour la réduire efficacement, il sera donc difficile à court terme de 
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tester la potentielle contribution des forces à l’activation de la voie JNK. En revanche, 

dans les tumeurs YkiSAx3 + flwRNAi, il serait interessant de tester si la voie JNK est 

activée, grâce aux rapporteurs de la voie MMP1 et puc. Si la voie JNK se trouve activée 

dans les tumeurs YkiSAx3 par l’augmentation des forces causées par la perte de 

flapwing, l’étape suivante serait de bloquer la voie JNK (par l’utilisation d’un dominant 

négatif contre basket) dans ces tumeurs modifiées afin de voir si cela bloque la 

transition hyperplasie-dysplasie.  

Néanmoins, ce qui est particulièrement intéressant ici, c’est que ce signal semble être 

spécifique des cellules tumorales. En effet, en testant le flwRNAi et l’AJ-GFP-Trap dans 

un contexte développemental, j’ai observé que si cela induisait effectivement une 

augmentation de tension jonctionnelle, cela ne perturbait absolument pas la cellule qui 

conservait sa polarité apico-basale et restait strictement épithéliale. Au contraire, dans 

les tumeurs YkiSAx3, l’augmentation de tension jonctionnelle est suffisante pour induire 

la transformation des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses. Si dans les 

deux cas, la tension jonctionnelle est augmentée, l’effet dans la cellule est 

radicalement différent et il serait intéressant de comprendre pourquoi.  

On peut imaginer que certaines mutations, sensibilisent les cellules tumorales, leur 

conférant des propriétés cellulaires particulières qui restent à déterminer et qui 

modifieraient la réponse de la cellule suite à un signal mécanique. Il serait donc 

intéressant de tester l’impact de l’augmentation de tension jonctionnelle dans d’autres 

contextes hyperplasiques pour voir s’il s’agit d’un mécanisme spécifique du contexte 

YkiSA3 ou au contraire d’un mécanisme général aux cellules ayant une prolifération 

incontrôlée. 

Si la voie de mécanotransduction est probablement différente entre cellules normales 

et cellules tumorales, on peut aussi imaginer que les cibles finales de la voie le soient 

également. Dans les tumeurs, une des cibles de la mécanotransduction pourrait être 

le facteur de transcription Grainyhead (Grh). En effet, que ce soit dans le contexte 

Syx7RNAi, où l’augmentation de tension jonctionnelle est présente spontanément, ou 

dans le contexte YkiSAx3 transformé en dysplasie, suite à l’augmentation de tension 

jonctionnelle, les niveaux d’expression de Grh sont plus faibles dans les cellules 

mésenchymateuses par rapport aux cellules épithéliales. Cela semble cohérent avec 

son rôle dans le maintien de l’état épithélial (Nieto et al., 2016). Néanmoins, pour aller 

plus loin, il serait intéressant de tester l’impact direct des forces sur l’expression de 
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Grh. En effet, si jusqu’à présent, les niveaux d’expression corrèlent avec l’état de la 

cellule (épithélial ou mésenchymateux), je ne sais pas si cette différence d’expression 

est due aux forces ou non. Pour cela, il serait intéressant de regarder les niveaux 

d’expression de Grh, très tôt dans les tumeurs Syx7RNAi, à 96h ADO. En effet, jusqu’à 

présent, j’ai regardé l’expression de Grh dans des tumeurs déjà devenues 

dysplasiques. En regardant à 96h ADO dans les tumeurs Syx7RNAi, moment où les 

cellules tumorales sont toujours épithéliales, il serait intéressant de voir si, déjà à ce 

stade, les niveaux de Grh sont modifiés ou non. Si Grh est effectivement une cible de 

la mécanotransduction, il est possible qu’à 96h ADO, suite à l’augmentation de tension 

jonctionnelle, ses niveaux d’expression soient déjà modifiés et que cela participe par 

la suite à induire la transition hyperplasie-dysplasie. Si tel est le cas, Grh pourrait alors 

servir de marqueur pour un crible visant à identifier des gènes impliqués dans cette 

sensibilité aux signaux mécaniques spécifique des cellules tumorales. 

Toutefois, lorsque le processus de TEM commence, on peut observer un effet 

immédiat comme la dégradation des protéines des jonctions adhérentes par exemple. 

Pour compléter cet effet et maintenir les cellules dans un état mésenchymateux, on 

observe également une réaction à plus long terme qui permet notamment la répression 

des gènes impliqués dans le maintien de l’état épithélial, dont grainyhead fait partie. Il 

est donc tout à fait possible que la diminution des niveaux d’expression de Grh soit en 

réalité une conséquence de la TEM plus qu’une cause. Pour tester cette hypothèse, il 

serait intéressant de tester le rôle direct de Grh sur la transition hyperplasie-dysplasie. 

Puisque Grh est réprimé dans les cellules mésenchymateuses, il pourrait être 

intéressant de maintenir son expression dans les cellules des tumeurs Syx7RNAi pour 

voir si cela bloquerait la transition vers un état mésenchymateux. En parallèle, il serait 

intéressant de tester si, en inhibant Grh dans les cellules strictement épithéliales qui 

constituent la tumeur YkiSAx3, cela permettrait d’induire leur transition vers un état 

mésenchymateux. 

Ces expériences permettront à terme d’avoir une meilleure compréhension des 

acteurs mis en jeu lors de la transition hyperplasie-dysplasie.  
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2 Apoptose et tumorigénèse 

Si l’augmentation de tension jonctionnelle peut agir via la mécanotransduction, j’ai 

également montré dans cette étude qu’une conséquence inattendue de la conversion 

de forces en signal biochimique était l’induction de l’apoptose. 

L’apoptose, aussi appelée mort cellulaire programmée est un processus permettant 

l’élimination de cellules au cours du développement et joue un rôle de contrôle qualité 

chez l’adulte. Elle permet par exemple de prévenir l’apparition de cancer en permettant 

l’élimination des cellules anormales et empêcher qu’elles ne surprolifèrent (Pérez-

Garijo and Steller, 2015). Considérée donc comme un mécanisme antitumoral, la 

résistance accrue à l’apoptose est d’ailleurs une des principales caractéristiques des 

cellules cancéreuses (Hanahan and Weinberg, 2000). Néanmoins, quelques études 

montrent que si l’apoptose est là normalement pour nous protéger, dans le cas de la 

progression tumorale, son rôle peut être un peu plus compliqué. En effet, une étude a 

montré qu’il existait une corrélation entre la présence d’apoptose et l’augmentation du 

grade de lymphomes non-Hodgkiniens (Leoncini et al., 1993). Par la suite, d’autres 

études réalisées chez la souris ont mis en évidence que l’apoptose favorise la 

progression tumorale en promouvant notamment la prolifération des cellules 

tumorales. En effet, l’injection de cellules tumorales combinées à des cellules 

apoptotiques tumorales dans des souris induit une prolifération nettement plus 

importante des cellules tumorales que lorsqu’elles sont injectées seules (Figure 61) 

(Ford et al., 2015; Huang et al., 2011). L’apoptose a donc dans ce cas, un effet pro-

tumoral en favorisant la prolifération des cellules tumorales.  

 

 

 

Figure 61 : Les cellules apoptotiques tumorales favorisent la prolifération des 
cellules tumorales autour 
Schématisation des expériences menées dans les études (Ford et al., 2015; Huang et al., 2011). 
L’injection des cellules tumorales, combinées à des cellules tumorales apoptotiques induit une 
prolifération plus importante des cellules tumorales autour.  



 
 

   

137 
 

Le fait que l’apoptose puisse induire la prolifération des cellules voisines a initialement 

été mis en évidence grâce à des études réalisées chez la drosophile. Une cellule 

apoptotique étant très rapidement éliminée, étudier son impact sur les cellules voisines 

peut donc s’avérer difficile. Aussi, chez la drosophile il est possible d’induire ce que 

l’on appelle des « cellules non-mortes » (« undead cells » en anglais). Dans ces 

cellules, l’apoptose est induite génétiquement grâce à l’expression d’un gène pro-

apoptotique mais la fin de la cascade apoptotique est bloquée avec l’utilisation de p35 

qui inhibe les caspases effectrices. Les cellules commencent donc le processus 

apoptotique sans pouvoir le terminer. Dans cet état « bloqué », il a été mis en évidence 

que les cellules non-mortes relarguent un certain nombre de signaux mitogéniques 

comme Dpp et Wg favorisant la prolifération des cellules voisines et pouvant même 

conduire à la formation de tumeurs (Pérez-Garijo et al., 2005; Perez-Garijo et al., 

2009). Plus récemment, dans un modèle de cellules de mélanome et in vivo dans un 

modèle de poisson-zèbre, une étude a montré qu’un processus apoptotique ne se 

déroulant pas correctement augmente l’invasion de ces cellules. Dans cette étude, les 

auteurs développent un modèle « d’apoptose ratée » (« failed apoptosis ») dans lequel 

les cellules activent le processus apoptotique mais la perméabilisation de la membrane 

externe mitochondriale ne se faisant pas correctement, les cellules ne finissent pas le 

processus et ne sont donc pas éliminées. Ils montrent que dans ce cas, les cellules 

ayant initié mais pas terminé le processus arborent une signature transcriptomique 

bien particulière qui leur confère des capacités d’invasion et de migration (Berthenet 

et al., 2020), ainsi qu’une résistance aux traitements thérapeutiques (Kalkavan et al., 

2022).  

Si ces études pointent effectivement vers un rôle pro-tumoral de l’apoptose, il est 

important de garder en tête que dans ce cas, les cellules sont maintenues de façon 

artificielle dans un état non physiologique. Dans mon modèle, si la présence de cellules 

non-mortes ne peut pas être complètement exclue, j’ai cependant pu observer (1) un 

marquage de la forme activée de Dcp1, (2) la présence de fragments apoptotiques et 

(3) de l’ADN fragmenté (révélé par le DAPI) suggérant donc que les cellules 

apoptotiques finissent le processus et ne restent pas bloquées dans cet état artificiel. 

Ici, j’ai donc montré un rôle pro-tumoral des cellules apoptotiques qui surviennent 

spontanément dans les tumeurs et qui terminent le processus apoptotique.  
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De façon intéressante, les études présentées précédemment montrent un rôle pro-

tumoral des cellules apoptotiques, principalement relié à la prolifération des cellules 

tumorales (Ford et al., 2015; Huang et al., 2011). Dans mon modèle en revanche, j’ai 

démontré un nouveau rôle des cellules apoptotiques dans la progression tumorale 

puisqu’elles induisent le changement d’état d’une cellule épithéliale vers une cellule 

mésenchymateuse permettant ainsi la progression d’une tumeur hyperplasique vers 

une tumeur dysplasique.  

Dans mes travaux, j’ai montré que les cellules apoptotiques, présentes dans les 

tumeurs Syx7RNAi, induisent le changement d’état de cellules épithéliales en cellules 

mésenchymateuses. J’ai également montré que la présence d’apoptose corrèle avec 

une diminution de l’intensité des jonctions adhérentes et septées dans les deux 

contextes génétiques Syx7RNAi et YkiSAx3, suggérant que l’apoptose fragilise les 

jonctions intercellulaires. Si l’identité épithéliale est en partie définie par la polarité 

apico-basale, elle l’est également par la présence de jonctions intercellulaires (Buckley 

and St Johnston, 2022b). La dégradation des jonctions adhérentes fait d’ailleurs partie 

des étapes précoces de la TEM (Nieto et al., 2016). Aussi, il est fort probable que la 

fragilisation des jonctions observée dans les tumeurs Syx7RNAi et YkiSAx3 soit 

responsable, ou tout du moins contribue grandement au changement d’état de cellules 

épithéliales en cellules mésenchymateuses.  

Si les mécanismes impliqués dans ce changement d’état n’ont pas encore été 

identifiés, plusieurs hypothèses peuvent être envisagées. La protéine β-caténine, 

associée aux jonctions adhérentes joue un rôle majeur dans la voie Wnt/β-cat. Souvent 

fortement affectée dans de nombreux cancers (Taciak et al., 2018), il est tout à fait 

envisageable qu’elle joue un rôle clé dans notre contexte. En effet, la fragilisation des 

jonctions adhérentes pourrait libérer β-caténine qui pourrait alors transloquer dans le 

noyau et, en s’associant à d’autres facteurs, induire la transcription de gènes cibles, 

responsables de la transition vers un état mésenchymateux.  

Un autre mécanisme d’action pourrait être via le relargage de facteurs diffusibles. En 

effet, il est connu que les cellules apoptotiques relarguent un certain nombre de 

facteurs comme par exemple des signaux « trouve moi » (« find me ») et « mange-

moi » (« eat me ») (Trahtemberg and Mevorach, 2017). Ces signaux permettent aux 

cellules du système immunitaire, et notamment aux macrophages, de localiser les 

cellules mortes pour ensuite les phagocyter et nettoyer le tissu. De plus, dans les cas 
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de cancers chez les mammifères, les macrophages sont connus pour libérer des 

cytokines favorisant la progression tumorale (Dongre and Weinberg, 2019). Je me suis 

donc demandée si les cellules apoptotiques pouvaient induire la transition hyperplasie-

dysplasie en recrutant les macrophages qui pourraient, en relarguant des cytokines, 

induire la progression tumorale. Néanmoins, dans le modèle Syx7RNAi, si l’apoptose 

est massive et ce, très tôt dans le développement tumoral, avant la transition 

hyperplasie-dysplasie, les macrophages (hémocytes chez la drosophile), n’arrivent au 

niveau de la tumeur que plus tardivement, bien après la transition hyperplasie-

dysplasie, suggérant donc qu’ils ne sont pas responsables de la transition. Toutefois, 

il est possible que ces macrophages soient impliqués dans la progression plus tardive 

de la tumeur. En effet, si dans certaines tumeurs chez la drosophile, les macrophages 

ont été montrés comme induisant la prolifération des cellules tumorales (Bergmann et 

al., 2017; Diwanji and Bergmann, 2020; Fogarty et al., 2016), il est également possible 

qu’ils puissent favoriser la dissémination de métastases par exemple, chose que je 

n’ai pas regardée.     

Néanmoins, les cellules apoptotiques sont également capables de relarguer d’autres 

facteurs que les signaux « trouve moi » et « mange-moi ». Une étude a montré chez 

l’hydre, que lorsque la tête est coupée, les cellules apoptotiques situées au niveau du 

site de coupure, libèrent des facteurs mitogéniques induisant la prolifération des 

cellules voisines ce qui permet la régénération de la tête (Chera et al., 2009). De plus, 

une autre étude a montré dans un modèle de cellules de glioblastomes que les cellules 

apoptotiques tumorales pouvaient, en se fragmentant, encapsuler dans des petites 

vésicules des composants de la machinerie d’épissage. Internalisées par les cellules 

tumorales survivantes autour, ces petites vésicules modifient l’épissage des ARNm de 

ces cellules tumorales, modifiant ainsi leur phénotype (Pavlyukov et al., 2018). Dans 

mon modèle, il est possible que les cellules apoptotiques, en se fragmentant relarguent 

également des facteurs, de nature diverse et que cela induise la transition d’un état 

épithélial à un état mésenchymateux des cellules autour. Pour tester cela, il pourrait 

être intéressant de réaliser des expériences de co-culture entre des tumeurs Syx7RNAi 

où il y a beaucoup d’apoptose et des tumeurs YkiSAx3 sans apoptose. Si les cellules 

apoptotiques des tumeurs Syx7RNAi relarguent effectivement des facteurs diffusibles, 

ils pourraient dans ce cas diffuser et agir sur les tumeurs YkiSAx3 en favorisant la 

transition hyperplasie-dysplasie. 
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De façon générale, le rôle pro-tumoral de l’apoptose commence à émerger dans 

certains contextes mais est encore mal compris. Les cellules apoptotiques pourraient 

donc agir à différents moments du processus apoptotique : en fragilisant les jonctions 

intercellulaires lorsque la cellule quitte l’épithélium mais également plus tard, 

lorsqu’elle est fragmentée en relarguant des facteurs pouvant influencer les cellules 

autour. Ainsi, si induire la mort par apoptose des cellules tumorales est le but principal 

des traitements actuels comme la chimiothérapie, ici il ressort que dans certains cas, 

la présence de cellules apoptotiques joue un rôle pro-tumoral et pourrait même 

favoriser la repopulation par les cellules cancéreuses après traitement. Une étude a 

d’ailleurs montré que les cellules tumorales apoptotiques qui surviennent après 

traitement par irradiation, favorisent la prolifération des cellules tumorales survivantes 

autour, promouvant ainsi le processus de repopulation (Huang et al., 2011). Ainsi, les 

cellules apoptotiques pourraient intervenir à deux niveaux en (1) induisant la 

prolifération des cellules tumorales et (2) favoriser leur changement d’état permettant 

à la tumeur de devenir plus agressive.   

 

3 Vers une généralisation du rôle pro-tumoral de l’apoptose et des 
propriétés mécaniques des jonctions adhérentes ? 

Dans cette étude, je me suis focalisée sur deux contextes génétiques Syx7RNAi et 

YkiSAx3 et j’ai montré que l’apoptose et l’augmentation de tension jonctionnelle jouent 

un rôle majeur dans la progression tumorale, en favorisant notamment la transition 

hyperplasie-dysplasie. Néanmoins, on peut se demander si ce que j’ai démontré dans 

ces deux contextes génétiques pourrait s’appliquer à d’autres et éventuellement se 

généraliser. Aussi, pour répondre à cette question, j’ai réalisé quelques expériences 

préliminaires sur d’autres contextes génétiques afin de caractériser dans un premier 

temps la présence ou l’absence d’apoptose et de modification de propriétés 

mécaniques.  

Dans un premier temps, je me suis intéressée à un contexte génétique : l’inhibition des 

gènes suppresseurs de tumeur polyhoméotique. Polyhoméotique fait partie du 

complexe Polycomb, un complexe régulateur de la chromatine. Le locus de 

polyhoméotique est en réalité constitué de deux gènes : polyhoméotique-p (pour 
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proximal, ph-p) et polyhoméotique-d (pour distal, ph-d). Une mutation au niveau de 

l’un ou des deux gènes conduit à la formation de tumeurs (González et al., 2009; 

Martinez et al., 2009). Au cours de ma thèse, j’ai caractérisé des tumeurs obtenues 

suite à l’utilisation d’un ARNi dirigé contre les deux gènes ph (ph-d et ph-p) qui 

présentaient un phénotype particulièrement intéressant. En effet, l’utilisation de cet 

ARNi conduisait dans un premier temps à la formation d’une tumeur d’abord 

hyperplasique (Figure 62A). Par la suite, j’ai observé qu’au centre la tumeur, une zone 

particulière se distinguait des autres puisqu’on pouvait y observer une accumulation 

d’actine, ainsi que quelques cellules apoptotiques (Figure 62B-B’). En laissant la 

tumeur se développer, j’ai ensuite constaté de façon très intéressante qu’une partie de 

la tumeur hyperplasique évoluait en tumeur dysplasique, précisément là où l’apoptose 

et l’accumulation d’actine apparaissaient (Figure 62). Contrairement au contexte 

Syx7RNAi, cette transition n’est pas globale dans toute la tumeur mais bien localisée et 

le reste, même sur des tumeurs plus âgées. Ce contexte génétique était 

particulièrement prometteur puisqu’il montrait une corrélation locale entre 

augmentation d’actine, présence d’apoptose et dysplasie. De plus, avec cette 

dysplasie locale, c’est un contexte qui présente l’avantage de pouvoir comparer les 

cellules ayant strictement le même patrimoine génétique et de comprendre pourquoi 

certaines cellules évoluent en cellules mésenchymateuses et d’autres non.  

Néanmoins, l’utilisation de ce contexte génétique s’est révélée particulièrement 

compliquée. Si à l’origine, j’utilisais une lignée ARNi dirigé contre les deux gènes ph, 

il s’est avéré que cette lignée contenait également un autre élément, non identifié, qui 

interférait génétiquement avec l’ARNi. En effet, en voulant ajouter dans le système la 

lignée rapportrice pour la Myosine-II, je me suis rendue compte que changer le fond 

génétique de la lignée phRNAi avait pour conséquence de ne plus induire la formation 

de tumeurs. J’ai donc laissé ce contexte de côté mais il pourrait être intéressant de se 

repencher dessus étant donné son caractère particulièrement prometteur. Puisque la 

lignée ARNi dirigée contre les deux gènes ph est inutilisable, il pourrait être intéressant 

de tester de combiner deux RNAi différents, chacun dirigé contre un gène ph ou 

éventuellement des mutants et de voir si l’on obtient le même phénotype tumoral, c’est-

à-dire une évolution en dysplasie très locale.  
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Figure 62 : Caractérisation du contexte Polyhoméotique 
(A) Cinétique au cours du temps du développement des tumeurs phRNAi. La zone précurseur de l’aile 
est délimitée par des pointillés. (B-B’) Images tirées d’une autre expérience de cinétique réalisée à 30°C 
sur laquelle on voit l’initiation de la dysplasie. B’ est un zoom de la zone entourée en B. On note la 
présence d’accumulation de F-actine et de quelques cellules apoptotiques précisément à l’endroit où 
démarre la dysplasie. Barre d’échelle 50µm. 
 

Dans un second temps, je me suis intéressée au contexte RasV12, une mutation du 

composant Ras induisant une activation en permanence de la voie des MAPK et 

induisant une surprolifération (Karim and Rubin, 1998). L’induction de RasV12 dans la 

zone précurseur de l’aile induit la formation d’une tumeur hyperplasique qui n’évolue 

pas au cours du temps. De façon intéressante, je n’ai observé dans ce contexte, ni 

apoptose, ni augmentation d’actine (Figure 63A), de manière similaire à ce que j’avais 

observé dans le contexte YkiSAx3, suggérant donc que la présence d’apoptose et 

l’augmentation de tension jonctionnelle pourraient être spécifiques des tumeurs 

évoluant en dysplasie. Par la suite, j’ai également caractérisé un autre contexte 

génétique perturbant la polarité apico-basale et induisant la formation de tumeurs 

dysplasiques : l’utilisation d’un dominant-négatif pour aPKC (aPKCDN) (BDSC_31673). 

En réalisant une cinétique de développement toutes les 24 heures, j’ai pu constater 

dans ce contexte la présence d’apoptose ainsi qu’une augmentation d’actine dans la 

zone d’induction de la tumeur, et ce, avant même que la tumeur ne se forme, 

exactement comme le contexte Syx7RNAi (Figure 63B).  
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Ici, nous avons donc 4 contextes génétiques différents et indépendants, RasV12, 

YkiSAx3, aPKCDN et Syx7RNAi, dans lesquels la présence d’apoptose et l’accumulation 

d’actine dans la zone d’induction de la tumeur corrèlent strictement avec l’agressivité 

de la tumeur. En effet, apoptose et accumulation d’actine ne sont présentes que dans 

les tumeurs qui vont évoluer en dysplasie et pourraient donc être des marqueurs 

précoces de l’agressivité tumorale. Ces résultats étant particulièrement prometteurs, il 

conviendrait maintenant de tester le rôle de l’apoptose et de cette augmentation 

d’actine dans ces deux contextes en réalisant des expériences similaires à ce qui a 

été fait dans les contextes Syx7RNAi et YkiSAx3. 

 
Figure 63 : Caractérisation de deux autres contextes génétiques : RasV12 et 
aPKCDN 
(A-B) Disques imaginaux d’ailes obtenus suite à l’induction de la mutation RasV12 (A) et à l’utilisation du 
dominant négatif aPKC (B). La zone précurseur de l’aile, zone d’induction de la tumeur est délimitée 
par des pointillés. La F-actine est révélée par la Phalloïdine, en rouge et l’apoptose en vert. Le contexte 
RasV12 induit la formation de tumeurs strictement hyperplasiques, dans lesquelles il n’y pas d’apoptose 
ni d’augmentation de F-actine (l’accumulation observée marquée par un astérisque correspond en 
réalité à la membrane péripodiale, entourant le disque). Le contexte aPKCDN permet d’obtenir des 
tumeurs, d’abord hyperplasiques (à 120h ADO) qui évoluent ensuite en dysplasie. De façon 
intéressante, tout comme le contexte Syx7RNAi, une accumulation de F-actine et d’apoptose précède la 
formation de la tumeur (à 96h ADO). Barre d’échelle 50µm. 
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En résumé, l’ensemble de mes travaux de thèse a permis de montrer chez la 
drosophile que les propriétés mécaniques au niveau des jonctions adhérentes 
jouent un rôle majeur dans la progression tumorale en favorisant la transition 
d’une tumeur hyperplasique en tumeur dysplasique, plus agressive. J’ai montré 
que cela pouvait se faire directement ou indirectement via l’induction 
d’apoptose. Ces travaux pointent également le fait que la modification des 
propriétés mécaniques et la présence d’apoptose pourraient être des marqueurs 
précoces de l’agressivité tumorale. A terme, ces travaux permettront d’avoir une 
meilleure compréhension des facteurs responsables de la progression tumorale 
et permettront peut-être d’adapter de nouvelles thérapies.  
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Lignées de drosophile 

Les knock-in disponibles au Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC) sont : 

ECad-GFP (BDSC_60584); rhea[MI00296]-mCherry/TM6B (pour révéler la protéine 

Taline, BDSC_39648), Baz[CC01941]-GFP (BDSC_51572) et dlg1[MI06353-

GFSTF.0] (BDSC_59417). La lignée sqh-eGFP[29], utilisée pour voir la distribution de 

Myosine-II a été décrite précédemment (Ambrosini et al., 2019). Les lignées knock-in 

Viking-TagRFPt et SnailKI-S10 ont été générées par InDroso functional genomics 

(Rennes, France).  

Les pilotes utilisés dans cette étude et qui proviennent de Bloomington Drosophila 

Stock Center (BDSC) sont : rn::Gal4 (BDSC_7405); pdm2::Gal4[GMR11F02] 

(BDSC_49828) and Hml::QF2.Delta (BDSC_66468). 

Les lignées UAS ou QUAS obtenues à BDSC sont : UAS::nls-GFP (BDSC_4776); 

UAS::RNAi-flw[HMS04465] (BDSC_57022); UAS::Yorkie[3SA] (BDSC_28817); 

UAS::Diap1-H (BDSC_6657) ; QUAS::6x-mCherry-HA (BDSC_52270) ; UAS ::RNAi-

zip (BDSC_38259) ; UAS ::RNAi-zip (BDSC_65947) ;UAS ::RNAi-sqh 

(BDSC_32439) ; UAS ::RNAi-sqh (BDSC_33892) UAS ::RNAi-Rho (BDSC_27727) ; 

UAS ::MBSN300 (BDSC_63791) ; UAS ::RNAi-rok (BDSC_28797) ; UAS ::RNAi-rok 

(BDSC_34324) ;  UAS ::RNAi-GFP (BDSC_41557) ; UAS-MMP1 (BDSC_58701).La 

lignée UAS::lacZ[j] a été générée pour cette étude en croissant la lignée 

UAS::lacZ.Exel line  (BDSC_8529) avec des mouches w1118 . La construction 

UAS::Vhh4-alpha-cat-TagRFPt (i.e. AJ-GFP trap) a été décrite précédemment (Martin 

et al., 2021) et la lignée HS::Flp sur le chromosome X (Monier et al., 2015). Les autres 

lignées provenant de BDSC sont : UAS::aPKC_DN (BDSC_51673) ; UAS::RasV12 

(BDSC_64196) ; enh_sqh_mCherry, sChFP  (BDSC_35524). 

Les lignées rapportant l’expression des facteurs de transcription impliqués dans la 

TEM provenant de BDSC sont : Snail-GFP (BDSC_93875), Twist-GFP 

(BDSC_79615), Zfh2-GFP (BDSC_38674), Grh-GFP (BDSC_42272) et celles 

provenant de Vienna Drosophila Resource Center (VDRC) sont : Snail-GFP 

(VDRC_318402), Srp-GFP (VDRC_318053). Le stock phRNAi provenait initialement de 

VDRC (VDRC_50028) mais n’y est plus disponible. 

Les stocks suivants ont été offerts par : UAS::alpha-cat-TagRFP stock par  K. 

Sugimura (iCeMS, Japan),, UAS::miRHG par JH. Park (University of Tennessee, USA) 
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et UAS::FRTstopFRTreaper[10.3] par D. Fox (Duke University, USA). La déficience 

Df(3L)H99 (BDSC_1576) provient de H. Steller (Rockefeller University, USA). Les 

lignées zfh1-short-GFP et zfh1-GFP proviennent de H. Boukhatmi (Institut de 

Génétique & Développement, Université de Rennes). La lignée knock-in Grh-GFP 

provient de MM Harrison (University of Wisconsin-Madison, USA). Les stocks w; 

elav::Gal80; rn::Gal4/TM6B et w; elav::Gal80; rn::Gal4, UAS::RNAi-

Syx7[GD2767]/TM6B, tub::Gal80 proviennent de P. Léopold (Institut Curie, France). 

La lignée initiale UAS::RNAi-Syx7[GD2767] provient du Vienna Drosophila Resource 

Center (VDRC). La lignée w; rn::Gal4, UAS::Yorkie[3SA]/TM6B, tub::Gal80 a été 

générée dans cette étude. Le maintien des transgènes sur le deuxième chromosome 

est fait grâce à un chromosome balanceur, marqué avec un marqueur fluorescent 

rouge (BDSC_35523). La lignée UAS::GFP-ZipDN est un don de D. Kiehart (Duke 

University, Durham, USA). 

Les expériences ont été réalisées sans distinction des mâles et des femelles, mis à 

part dans les expériences réalisées avec l’AJ-GFP-Trap où seuls les mâles ont été 

utilisés. Les expériences ont été réalisées à 25°C, sauf dans les expériences 

d’inhibition d’apoptose dans le contexte Syx7 où, pour compenser la présence d’un 

deuxième UAS dans le système, l’expérience a été réalisée à 29°C et pour les 

expériences avec l’AJ-GFP-Trap qui ont été réalisées à 21°C. 

Immunomarquages et acquisition  

Les disques d’aile ont été disséqués dans du PBS 1x. Les tissus sont ensuite fixés 

dans du paraformaldéhyde 4% dilué dans du PBS 1x pendant 20 minutes. Les 

échantillons sont ensuite lavés et saturés avec du PBS 1x, triton 0.3% et BSA 1x 

(BBT). Les échantillons sont ensuite incubés sur la nuit à 4°C avec les anticorps 

primaires dilués dans du BBT. Le lendemain, les échantillons sont lavés pendant une 

heure dans du BBT avant une incubation de 2 heures à température ambiante avec 

les anticorps secondaires dilués dans du BBT. Enfin, les échantillons sont lavés dans 

du PBS 1x, triton 0.3% pendant une heure, avant d’être montés dans du Vectashield 

contenant du DAPI ou de la Phalloïdine-TRITC (Vector Laboratories). Pour le 

montage, on utilise des espaceurs (« spaceurs ») de 120 mm de profondeur (Secure-

SealTM from Sigma-Aldrich) entre la lame et la lamelle pour conserver la morphologie 

du tissu.   
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Le cytosquelette d’actine est marqué en utilisant de la Phalloïdine-Rhodamine de chez 

Fischer (1/500, incubation de 2 heures avec les anticorps secondaires). Une autre 

méthode consiste à monter les échantillons dans du Vectashield contenant de la 

Phalloïdine-TRITC. Les noyaux ont été marqués avec du DAPI, présent directement 

dans le Vectashield quand nécessaire.  

Les anticorps primaires provenant de Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB) 

sont : anti-Dlg  (4F3-c, souris, 1/200); anti-ECad (DCAD2-c, rat, 1/100); antiβPS 

(CF.6G11, souris, 1/50) ; anti-MMP1 (14A3D2, 1/10). L’anticorps dirigé contre la forme 

clivée de la caspase Dcp1 provient de Cell Signaling Technology (#9578, lapin, 1/200). 

L’anticorps anti-Baz (cochon d’inde, 1/500) a été offert par J. Zallen (Sloan Kettering 

Institute, USA).  

Les anticorps secondaires (Alexa-488, -555 and -647) proviennent de Interchim et sont 

dilués au 1/200 sauf pour l’Alexa-647 au 1/100. 

Les échantillons fixés ont été imagés en utilisant des microscopes inversés confocaux 

Zeiss, soit LSM880 soit LSM900 en utilisant les objectifs : 25x/0.8 multi-immersion, 

40x/1.4 à huile ou 63x/1.4 à huile. Les images ont été analysées sur les logiciels Fiji 

et Imaris.  

Cinétique du développement tumoral 

Pour réaliser des cinétiques de développement avec une résolution temporelle 

contrôlée, la stratégie suivante a été utilisée. Des femelles vierges (à peu près 250-

300 par pondoir) sont collectées en 3 à 5 jours maximum. Les mâles sont croisés avec 

les femelles (environ 10 mâles pour 25-30 femelles), d’abord en tube. Le lendemain, 

les croisements sont transférés dans des pondoirs sur du milieu nutritif standard. Les 

pontes durent 3 heures à 25°C puis les boîtes sur lesquelles ont été déposés les 

embryons sont incubées à 25°C (ou 29°C pour les expériences d’inhibition d’apoptose 

dans le contexte Syx7. Le jour suivant, les boîtes sont transférées dans des tubes 

contenant du milieu nutritif standard afin d’éviter un éventuel manque de nourriture et 

les tubes sont replacés à 25°C ou 29°C. Les embryons sont ensuite laissés à vieillir le 

temps indiqué, les plus jeunes disséqués étant à 96h ADO (après dépôt de l’œuf) à 

25°C ou 64h ADO à 29°C. Pour chaque expérience, le croisement contrôle est réalisé 

en parallèle en remplaçant le UAS ::RNAi-Syx7 ou UAS ::YorkieSAx3 par un transgène 
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UAS ::lacZ. Les disques contrôle ne peuvent pas être analysés après 120h ADO, à 

cause de la métamorphose qui démarre à ce temps. 

Classification des phénotypes des tumeurs 

Dans nos expériences, les disques d’aile ont été classes en trois catégories : disques 

normaux, hyperplasiques et dysplasique. La classification prend en compte deux 

paramètres : la taille globale de la zone précurseur de l’aile, c’est-à-dire la zone 

d’induction de la tumeur et l’organisation cellulaire de cette même zone (épithélial VS 

mésenchymateux). Pour cela, les disques sont systématiquement comparés à des 

disques contrôle (non tumoraux) du même âge pour déterminer si la taille est 

augmentée ou pas. Les disques sont également marqués en utilisant une combinaison 

de marqueurs de l’organisation épithéliale : E-cadhérine ou α-caténine pour marquer 

les jonctions adhérentes ; Disc Large (Dlg) pour marquer les jonctions septées ; β-

intégrine ou Taline pour marquer les adhésions basales ; Bazooka/Par3 pour voir la 

polarité apico-basale ; F-actine pour visualiser le cortex de la cellule. L’organisation 

monocouche avec des pôles apicaux et basaux bien définis sont classés comme 

épithéliums. Dans les zones mésenchymateuses, la structure monocouche est perdue 

induisant la formation de masses sans polarité apico-basale. Les disques pré-

tumoraux qui présentent une taille similaire à celle du contrôle et une organisation 

épithéliale sont qualifiés de « normaux ». Les disques présentant une organisation 

épithéliale mais dont la zone précurseur de l’aile est plus grande que dans un disque 

contrôle sont classés en disques « hyperplasiques ». Finalement, les disques 

tumoraux présentant une organisation mésenchymateuse et une taille plus importante 

que le disque contrôle sont qualifiés de disques néoplasiques.  

Induction d’apoptose 

Les expériences d’induction d’apoptose ont été réalisées grâce au transgène 

UAS::FRTstopFRT-reaper couplé au transgène UAS::Yorkie[3SA] dans la zone 

précurseur de l’aile. Les croisements ont été réalisés 25°C permettant l’induction de 

tumeurs hyperplasiques. Un choc thermique à 37°C est réalisés pendant 20 minutes 

et les larves sont ensuite laissées à vieillir à 25°C pendant 16 heures avant d’être 

disséquées.  

Ablation laser 
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La mise en culture des tissus est faite en suivant le protocole suivant : les disques 

d’aile sont disséqués dans du milieu de culture Schneider (Sigma-Aldrich) 

complémenté avec 15% de sérum de veau fœtal et 0.5% de pénicilline-streptomycine. 

Les disques d’aile sont ensuite transférés sur une lame dans 13.5 µl de milieu de 

culture dans un espaceur de 120 µm de profondeur (Secure-SealTM from Sigma-

Aldrich). Une lamelle haute précision (n°1.5H, Marienfeld) est ensuite placé sur 

l’espaceur. Les instruments sont soigneusement lavés à l’éthanol avant dissection.  

Les expériences d’ablation laser ont été réalisées sur un microscope inversé confocal 

Zeiss LSM880 équipé d’un laser bi-photonique DPSS (532 nm) provenant de chez 

Rapp OptoElectronic, Hamburg, Germany. Les expériences ont été réalisées en 

utilisant un objectif 63x à eau et un zoom numérique de 2x. La coupure sur les jonctions 

adhérentes a été réalisée en illuminant sur une ligne de 70 pixels (environ 10µm) 

pendant 5 secondes à 100% du laser. Les images de la E-cadhérine-GFP ont été 

acquises toutes les 500 ms en utilisant un laser Argon 488 nm. Les paramètres 

techniques utilisés sont détaillés dans le manuscrit du papier présent en annexe.  

Analyses statistiques 

Les tests de normalité et statistiques ont été réalisés sur le logiciel Prism. Les 

graphiques ont été générés sur Prism. Les boîtes à moustaches représentent la 

médiane, les 10 et 90 percentiles.  

Les valeurs des p-values ont été représentées comme ce qui suit : ****p<0.0001; 

***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05; NS p>=0.05 (non significatif) 

Quantifications 

- Intensité de fluorescence de l’Actomyosine et du Collagène IV 

Pour quantifier l’actomyosine, un Z-stack des disques d’aile entiers a été pris en 

utilisant un objectif 25x multi immersion avec une résolution de 1.11 µm en X/Y et 1 

µm en Z. Les Z-stacks ont été analysés sur des coupes sagittales sur le logiciel Fiji. 

Pour chaque coupe sagittale, deux lignes segmentées (épaisseur 5) ont été tracées 

sur la surface apicale de l’épithélium : une au niveau du notum/ région charnière (pour 

le contrôle) et une autre au niveau de la zone précurseur de l’aile (zone d’intérêt). La 

valeur d’intensité moyenne de fluorescence de la zone d’intérêt est ensuite divisée par 

celle de la zone contrôle pour normaliser. Pour chaque disque, 3 coupes sagittales ont 
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été réalisées et j’ai fait la moyenne des trois. Les analyses ont été réalisées sur des 

disques marqués à la Phalloïdine pour révéler la F-actine ou en utilisant la lignée 

Knock-in sqh-eGFP pour visualiser la Myosine-II.  

Pour les quantifications du collagène IV, une stratégie similaire a été utilisée, sauf que 

l’épaisseur des lignes tracées était de 3. Les quantifications ont été réalisées sur la 

lignée knock-in Viking-TagRFPt en traçant les lignes sur le pôle basal des épithéliums. 

Pour la zon contrôle, les lignes ont été tracées spécifiquement dans la zone du hinge 

qui constitue un épithélium monocouche comme la zone précurseur de l’aile.  

- Intensité de fluorescence de E-Cadhérine et Disc Large après induction 
d’apoptose 

Les quantifications de l’intensité de fluorescence de E-cadhérine et Disc Large après 

induction d’apoptose ont été réalisées sur un plan pris avec l’objectif 40x/1.4 à huile. 

Les images ont été prises dans une région présentant à la fois de l’apoptose massive 

et à la fois une zone sans ou avec très peu d’apoptose. Une ligne segmentée a été 

tracée au niveau des jonctions adhérentes (Ecad, épaisseur de 15) et au niveau des 

jonctions septées (Dlg, épaisseur de 25). 2 à 3 mesures ont été réalisées dans les 

différentes zones pour chaque image.  

- Volume d’apoptose 

Pour quantifier les niveaux d’apoptose, les disques ont été marqués en utilisant 

l’anticorps anti-Dcp1 qui marque la forme activée de la caspase Dcp1. Des Z-stacks 

ont été acquis avec un objectif 25x multi immersion en imageant à chaque fois le 

disque entier. Des reconstructions 3D ont été réalisées en utilisant le logiciel Imaris. 

Le marquage Dcp1 est ensuite segmenté dans Imaris et le volume du marquage Dcp1 

est ensuite calculé en additionnant le volume de chaque fragment apoptotique.  

- Nombre de macrophages 

Une stratégie similaire a été adoptée pour quantifier le nombre de macrophages, sauf 

qu’au lieu du volume, j’ai utilisé la fonction “détection de points” dans le logiciel Imaris. 

Un seuil de 5µm a été utilisé pour détecter les points. Les macrophages ont été 

marqués en utilisant l’expression de la protéines fluorescente QUAS::mCherry sous 

contrôle du pilote Hml ::QF2, spécifique des macrophages.  
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Dans ces annexes, vous trouverez dans un premier temps le manuscrit de l’article qui 

reprend une grande partie des résultats présentés dans la première partie des 

résultats.  

Cet article est intitulé « Mechanical state of pre-tumoral epithelia dictates subsequent 

tumour aggressiveness » et est en cours de soumission. 

 

Dans un deuxième temps, vous trouverez également le manuscrit de la revue à 

laquelle j’ai participé au cours de ma thèse et qui portait sur la description des 

différentes étapes de la TEM au cours du développement. 

Cette revue est intitulée « Getting started for migration: A focus on EMT cellular 

dynamics and mechanics in developmental models” et a été publiée en 2021 dans la 

revue Cells & Development. 
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1 Mechanical state of pre-tumoral epithelia dictates subsequent tumour 

2 aggressiveness 

3 

4 One sentence summary: 

5 Pre-tumour cell mechanics triggers tumour aggressiveness through cell death induction and cell-cell 

6 junction weakening. 

7 

8 Authors: Marianne Montemurro1
, Bruno Monier1

•
2

, Magali Suzanne1
•

2 

9 

10 Affiliat ions: 

11 1 Molecular Cellular and Developmental Biology (MCD), Centre de Biologie lntégrative (CBI). Université 

12 de Toulouse, CNRS, UPS, 31000 Toulouse, France 

13 2 Corresponding authors: bruno.monier@univ-tlse3.fr; maqali.suzanne@univ-t1se3 .fr 

14 

15 ABSTRACT 

16 Tumeurs evolve through the acquisit ion of increasingly aggressive traits associated with dysplasia. This 

17 progression is accompanied by the alteration of tumour mechanical properties, especially through 

18 extracellular matrix remodelling. However, the contribution of intrinsic tumeur cells mechanics to 

19 tumour aggressiveness remains unknown in vivo. 

20 Here we show that adherens junction tension in pre-tumoral tissues dictates subsequent tumeur 

21 evolution. lncreased cell contractility, observed in aggressive tumeurs before any sign of tissue 

22 overgrowth, proved sufficient to trigger dysplasia in normally hyperplastic tumeurs. Unexpectedly, 

23 high contractility contributes to tumour evolution through cell death induction which faveurs cell-cell 

24 junctions weakening. Overall, our results highlight the need to re-evaluate the roles of tumoral cell 

25 death, and identify pre-tumour cell mechanics as an unsuspected early marker and key trigger of 

26 tumeur aggressiveness. 

27 Key words: Tumour mechanics, tumour aggressiveness, myosin Il, adherens junctions, tight junctions, 

28 Drosophila, epithelial-mesenchymal transition, apoptosis. 
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29 MAINTEXT 

30 Cancer is a highly complex pathology leading to tissue overgrowth and, in most dramatic cases, to 

31 colonization of distant organs. Cancer is characterized by several hallmarks, such as susta ined 

32 proliferative properties, evasion from immunological monitoring or increased resistance to cell deat h 

33 1
. A vast majority of tumours, carcinoma, stems from epithelial cells. Epithelia are sheets of polarized 

34 cells, presenting an apico-basal polarity, connected among each other through intercellular junctions, 

35 especially adherens junctions (that sustain mechanical integrity of the tissue) and tight junctions (that 

36 control permeability). Epithelial cells are also connected via receptors such as lntegrin to the 

37 extracellular matrix (ECM) that provides structural stability 2• Tumours can evolve through increasingly 

38 aggressive steps 3
-

5
, in part due to the acquisition of mesenchymal traits such as loss of apico-basal 

39 polarity and decrease in intercellular or ECM adhesion. Thus, tumour aggressiveness is associated with 

40 an epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), a process which can be partial, leading to cells 

41 expressing a combination of epithelial and mesenchymal markers 6•
7

• Tumoral EMT therefore underlies 

42 the switch from initially epithelial, hyperplastic to more aggressive dysplastic tumours 8
• Because 

43 appearance of mesenchymal domains also favours the formation of cancer stem cells and increases 

44 resistance to therapeutic strategies 9-u, understanding mechanisms initiating cancer-associated EMT 

45 is therefore of prime importance. 

46 One striking characteristic of tumours of epithelial origins is the profound alteration in t heir mechanical 

47 properties. For instance, tissue stiffness is dramatically increased in tumours, and several mechanisms 

48 underly this change in properties, such as constrained growth 12
, increase in interstitial fluid pressure 

49 13
, or increase in ECM de position or crosslinking 14

•
1 5

• Despite acknowledgement of the importance of 

50 biomechanics associated with tumour evolution, the contribution of tumour cell mechanics is still 

51 unclear, especially because some inconsistency exists in the data obtained so far on tumour cell 

52 physical properties. On the one hand, the vast majority of rheological studies analysing the stiffness of 

53 tumour ce lis in culture described them as softer than normal cells, leading to the hypothesis of an 

54 inverse correlation between cell stiffness and malignancy 16•17. On the other hand, an increase in 

55 cellular contractility has been associated with tumour growth in breast cancer cells, mouse skin or 

56 Orosophila eye epithelia 1&-20• These studies suggest that cancer cell stiffness could contribute to 

57 tumour development, although mechanical properties were not directly analysed in those contexts. 

58 The discrepancy between data probing mechanical properties of tumour ce lis may be the consequence 

59 of i- the difficulty to discriminate between tumour cells and their microenvironment in in situ studies 

60 and ii- the non-physiological conditions associated with tumour cells in culture. Overall, these 

61 controversial data highlight the need to characterize the evolution of tumour mechanics throughout 

62 tumour progression in a simplified and integrated in vivo system. For this purpose, we performed a 
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63 detailed characterization of actomyosin cytoskeleton dynamics and contribution in temporally and 

64 spatially controlled Drosophi/a tumours, using an inducible system t o follow t umour development. 

65 

66 lncreased adherens junction contractility is a marker of pre-tumoral tissues in evolving tumours 

67 To probe tissue mechanics in evolving t umours, we used the downregulat ion of the tu mour-suppressor 

68 gene Syntaxin 7 (Syx7, also known as Avalanche, Av/), a component of t he endocytic machinery t hat 

69 controls trafficking of transmembrane molecules such as the Notch receptor and which is associated 

70 with dysplasia in the fly follicular epit helium 21
• We generated tumours in the pouch region of the 

71 Drosophila wing dise since this domain, in which transgene expression can be timely controlled, is 

72 composed of a simple monolayer epithelium sitting on the ext racellular matrix. This system allows t o 

73 unambiguously probe the mechanical properties of tumour ce lis, without any possible confusion with 

74 ce lis of the microenvironment. We confirmed that Syx7 knockdown can promote tumour format ion in 

75 the wing pouch 22
•
23 (Sup Fig.lA) and performed a detailed characterization of tumour evolution at cell 

76 and t issue scales in this context. 

77 We combined the macroscopic description of tissue growth (Fig. lA-B) wit h detailed characterization 

78 of tissue organization using a combinat ion of markers for adherens junctions (E-cadherin, E-Cad), tight 

79 junctions (Dise large, Dlg), cell/ECM junctions (Talin, Beta-lntegrin) (Fig.lA'-B'). We found that Syx7 

80 RNAi dises were initially similar or slightly smaller than control dises at 96h after egg laying (AEL), with 

81 E-Cad/Dlg and Talin respectively labelling apical and basal poles of epithelial cells (Fig.1B'). Since no 

82 sign of tumour development is visible at this stage, we call it "pre-tumora l stage". At 108h AEL, a stage 

83 we call "early tumour stage", most Syx7 RNAi dises are overgrown compared to control dises of the 

84 same age, still keeping epithelial organization, corresponding to hyperplast ic tumours. Finally, by 120h 

85 AEL onwards, wh ich we call the "late tumour stage", nearly ail Syx7 RNAi dises have become dysplastic. 

86 lndeed, these tumoral tissues are not only overgrown but also present do mains in which cells have lost 

87 their epithelial organization, as revealed by a loose shape, Dlg relocation around most of the cell 

88 cortex, and scattered E-Cad and Tal in dots (Fig.1B', right panel). Similar results regarding t he loss of 

89 epithelial polarity in late tumours were observed using additional markers, such as t he basal beta -

90 lntegrin, the apical cell polarity marker Bazooka/Par3 and F-actin which labels cortex organisat ion (Sup 

91 Fig. 1B, C), revealing a mesenchymal-like state (hereafter referred to as "mesenchymal"). Hence, at 

92 25°(, we identified three main stages, with the "pre-tumour stage" at 96h AEL, just before the onset 

93 of overgrowth, the "early tumour stage" at 108h AEL in which most dises are hyperplast ic, and the late 

94 tumour stage from 120h AEL onwards in which nearly ail tumours are dysplastic (Fig.1 B", C). 
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95 This temporal characterization of tumour evolution set up the framework to investigate possible 

96 alterations of tissue mechanics in evolving tumours. We started st udying tumour development starting 

97 from the pre-tumoral stage. Since part of tissue mechanics relies on ECM constitution, we first 

98 characterized the pattern of one main ECM component, Collagen IV, as well as ECM/tumour cell 

99 interaction, by looking at the mechanoresponsive component of lntegrin junctions, Talin. Neither 

100 Collagen IV levels nor Ta lin distribution were different between control and Syx7 RNAi dises at the pre-

101 tumour stage (compare Fig.1A' with the left panel in Fig1B', Fig. 1D, Sup Fig. 1D}. Next , we focused on 

102 the cytoskeleton itself, which could be responsible for intrinsic alterations of tumour cell mechanics. 

103 Strikingly, we observed an unsuspected strong enrich ment of F-actin and of the molecular motor non-

104 muscle myosin Il (hereafter referred to as myosin Il} in Syx7 RNAi dises at the pre-tumour stage (Fig.1 

105 E and Sup Fig.1E}. This pointed towards a potential alteration of tumour cell mechanics already in pre-

106 tumoral tissues. We quantified the levels of F-actin and myosin Il, both on the basal side where basal 

107 junctions connect cells to the extracellular matrix, and on the apical side at the level of intercellular 

108 junctions. lnterestingly, both F-actin and myosin Il were strongly enriched apically {Fig.1 F-H). lndeed, 

109 while F-actin levels were not significantly different at the basal side and myosin 11 levels were increased 

110 by 15%, F-actin and myosin Il were increased by about respectively 25% and nearly 50% at the apical 

111 pole of pre-tumoral tissue. Co-staining with E-cadherin showed that F-actin and myosin Il accumulate 

112 specifically at adherens junctions {Fig. 1F}, suggesting an unexpected change in adherens junction 

113 contractility between a control and a pre-tumoral tissue. 

114 We therefore determined whether acto-myosin accumulation efficiently translates into an alteration 

115 of adherens junction's tension. For this purpose, we performed laser ablation on the E-cadherin-GFP 

116 knock-in line in control and Syx7 RNAi dises at pre-tumour stage {Fig.li}. lnterestingly, the recoil of 

117 vertices following ablation is higher in the Syx7 RNAi dises, with both initial and maximal recoils being 

118 about 50% higher compared to control dises {Fig.1 J, K}. The increase of adherens junction contractility 

119 is observed at the pre-tumour stage, when the tumour is not yet morphologically identifiable as an 

120 overgrowth. lt thus appears to be the first sign of tumour development in this context and constitutes 

121 a pre-tumoral marker. 

122 

123 High junctional contractility in tumour cells drives tumour aggressiveness 

124 We next wondered whether the increase in adherens junction tension is specific to aggressive 

125 tumours, or whether it is also observed in early hyperplastic tumours. We therefore turned to a genetic 

126 context strictly associated with hyperplasia induction in fly: the overexpression of Yorkie, the ortholog 

127 of the mammalian YAP transcription factor 24
. Following expression of a mutated form of Yorkie 25 in 

128 the wing dises, we observed that at any timepoint analysed the dises are larger than the control ones 
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129 (Fig.2A, Sup Fig.2A, B) and that cells keep an epithelial organization (Fig.2B, Sup Fig.2C, D). Therefore, 

130 EMT is never induced following Yorkie expression and tumeurs remain hyperplastic, irrespective of 

131 their age (Fig. 2C}. lmportantly, myosin II levels were not increased at adherens junctions in this context 

132 (Fig.2B, D), and their tension was even slightly decreased (Fig.2E, Sup Fig. 2E). Thus, comparing analysis 

133 in dysplastic (above) and hyperplasie contexts, we conclude that high adherens junction tension 

134 constitutes a pre-tumoral marker specific of dysplastic tumeurs. 

135 We then asked whether high tension could promote tumeur evolution and aggressiveness. We 

136 therefore tested whether increasing junctional contractility could be sufficient to promote an 

137 epithelial-to-mesenchymal cell behaviour in strictly hyperplastic tumeurs, such as Yorkie tumeurs. 

138 To increase contractility at adherens junction, we set up two independent strategies, initially in non-

139 tumoral wing dises, to ensure that these genetic manipulations do not perturb epithelial organisation. 

140 First, we induced the specific recruitment of myosin Il at adherens junctions through the use of a trap 

141 forcing GFP-fusion protein relocation. This tool, hereafter called AJ-GFP-trap (Fig.2F) is composed of a 

142 llama antibody (or nanobody) against GFP fused to the adherens junction protein alpha-Catenin that 

143 contrais its location and to a red fluorescent protein (RFP) to visualize it 26
•
27 

• When the myosin Il 

144 regulatory light chain (MRLC) spaghetti squash (sqh) endogenously tagged by GFP 28 is expressed in the 

145 wing pouch, the AJ-GFP-trap leads to a strong increase of myosin Il at the apex of epit helial cells from 

146 the wing pouch (Fig.2G, H, Sup Fig.3A, B). Analysis of myosin Il intensity shows that it increases by 50% 

147 at adherens junctions in presence of the AJ-GFP-trap by comparison with a contrai transgene 

148 expressing simply an alpha-catenin-RFP construct (Fig.2H), reaching levels close to those observed in 

149 Syx7 RN Ai dises (Fig.lH). ln a complementary way to increase contractility, we inactivated t he flapwing 

150 gene product, a component of the phosphatase complex that restrain myosin Il activity through 

151 dephosphorylation of spaghetti squash (Sup Fig.3C} 29
•
30

• flapwing knockdown also led to an increase 

152 of myosin Il in the wing pouch by 20% at adherens junction's, but no significantly increase at the basal 

153 pole (Sup Fig.3D-F). The increase in apical myosin 11 levels translated in enhanced vertex recoil following 

154 laser ablation, revealing enhanced adherens junction's tension in this context (Fig.2 1, Sup Fig. 3G). 

155 Thus, these strategies induce higher myosin Il recruitment and increased tension at adherens junctions 

156 in the wing dise without affecting epithelial organization in non-tumoral epithelium, as revealed by 

157 Dlg, alpha-catenin and myosin Il normal distribution (Fig.2G, Sup Fig.3B, 3E). 

158 We then tested the impact of increased adherens junction contractility in the hyperplastic tumoral 

159 context. Ta do sa, we induced myosin Il junctional recruitment through either flapwing RNAi or AJ-

160 GFP-trap expression in Yorkie tumeurs. Strikingly, we observed the apparition of demains cont aining 

161 rounder cells, with delocalised ECad, alpha-Cat, Dlg and Talin. (Fig.2J, K, Sup Fig.4). The cell's 
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162 cytoskeleton was also reorganised, with delocalised F-actin, as well as myosin Il, around the whole cell 

163 cortex, instead of the apical and basal enrichments associated with the epithelial phenotype (Sup 

164 Fig.4}. lmportantly, the conversion of hyperplastic into dysplastic tumeurs by increased mechanics 

165 was fully penetrant, since all manipulated dises were dysplastic, presenting at least one mesenchymal 

166 demain (Fig.2L}. Hence, while the alteration of myosin 11 levels at adherens junctions has no impact on 

167 the epithelial structure in non-tumoral tissues (Fig.2G, Sup Fig.3B, 3E}, it is sufficient t o promote 

168 epithelial-to-mesenchymal transition in tumoral dises that normally remain strictly epithelial (Fig.2 J, 

169 K, Sup Fig.4}. 

170 

171 Apoptosis as a promoter of tumour aggressiveness downstream of contractility increase 

172 We next investigated mechanisms that could participate in triggering EMT downstream of increased 

173 junctional tension. By looking for alterations that would be present in Syx7 RNAi tumeurs prior to the 

174 onset of EMT, but absent in the control tissue, we observed an important amount of cell death, as 

175 revealed by staining against the active form of the effector caspase Dcpl. lndeed, massive apoptosis 

176 was observed in pre-tumour Syx7 RNAi dises (96h AEL} in which junctional tension is high, prior to EMT 

177 appearing at 108h AEL (Fig.3A, A'}. lnterestingly, apoptosis was absent in Yorkie tumeurs, irrespective 

178 of the age of the tumeur (Fig.3B, left panel}, suggesting that apoptosis was specifically associated with 

179 aggressive tumeurs (see Sup Fig.SA for quantifications}. Therefore, in fly tumeurs, apoptosis is tightly 

180 correlated with high myosin 11 levels, both temporally and spatially, and its appearance precedes the 

181 induction ofepithelial-to-mesenchymal transition in Syx7 RNAi tumeurs. Furthermore, Yorkie tumeurs 

182 with increased contractility also presented elevated levels of apoptosis (Fig.3B'-B"}, specifically in 

183 regions where myosin levels were higher and transformation occurred (Fig.3B middle and right panels, 

184 Sup Fig. SB}. These data further suggest that apoptosis is induced by high level of adherens junction 

185 contractility present in evolving tumeurs. 

186 Apoptotic ce lis are known to influence their surrounding by various signalling or mechanical means 

187 during development 31- 33, Moreover, while apoptosis is a well-known protective mechanism 1•34, 

188 several reports pointed towards the presence of apoptosis in certain tumoral contexts and its ability 

189 to promote cell proliferation in specific cases 31•35•36. Together with the close proximity of apoptotic 

190 cells to dysplastic zones (Sup Fig. SB), this prompted us to ask whether apoptosis could contribute to 

191 the induction of epithelial-to-mesenchymal transition in Drosophila tumeurs. To investigate the 

192 potential pro-tumoral role of cell death, we first inhibited cell death in Syx7 RNAi tumeurs. Nearly 

193 complete cell death inhibition was difficult to obtain, and was only possible through inhibition of the 

194 three main fly proapoptotic genes reaper, hid and grim by expression of a RNAi transgene in a genetic 
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195 background heterozygous for those genes, a genetic combination hereafter referred to as "miRHG 

196 DfH99" (Supp Fig.5C-E). We next analysed Syx7 RNAi tumeur evolution with or without cell death in 

197 tumeurs grown for exactly the same duration, and which have a similar macroscopic appearance 

198 (Fig.3C). lnterestingly, when roughly half of the Syx7 RNAi tumeurs (containing apoptosis) are epithelial 

199 and 40% of them are starting to become mesenchymal, Syx7 RNAi tumeurs without apoptosis 

200 presented only 15% of mesenchymal tumeurs (showing only limited zones of mesenchymal cells), but 

201 about 65% of purely epithelial, hyperplastic tumeurs (Fig.3D). Strikingly, this tendency is amplified at 

202 later stages when ail Syx7 RNAi tumeurs bearing apoptosis have turned massively mesenchymal, while 

203 blocking cell death maintained 60% of the tumeurs in an epithelial stage, showing a strong decrease in 

204 the number of aggressive tumeurs at an equivalent time point (Fig.3E, E'). These results show that 

205 apoptosis promotes the epithelial-to-mesenchymal transition in tumoral contexts. 

206 We next asked how cell death cou Id actas a pro-tumoral factor regarding the epithelial-mesenchymal 

207 cell status. To address this question, we first investigated whether hemocytes, the fly macrophages, 

208 cou Id play a role. lndeed, macrophages, which are attracted by dead ce lis to clea n apoptotic corpses, 

209 are known regulators of tumeur aggressiveness in mammals, while hemocytes are indirect modulators 

210 of tissue overgrowth when apoptosis is impaired in fly 37
-

39
• We observed that some hemocytes are 

211 recruited to Syx7 RNAi tumeurs, but only once they have become dysplastic. lmportantly, we did not 

212 observe hemocytes in pre-tumoral tissues or in hyperplastic tumeurs, indicating that their late 

213 recruitment could not account for epithelial-to-mesenchymal induction in Syx7 RNAi tumeurs (Sup 

214 Fig.GA, B). We next investigated whether cell death could promote tumeur evolution by directly 

215 modulating the tension of adherens junctions in Syx7 RNAi tumeurs, as previously described during 

216 development 32
• Of note, the level ofcontractility is unchanged by the inhibition of apoptosis, as shown 

217 by the fact that apical myosin 11 levels are similar in the presence or in the absence of apoptosis in pre-

218 tumeur Syx7 RNAi dises (Sup Fig.6C-D'). Finally, we investigated whether cell death could directly 

219 control the levels of key junctional components whose regulation is important for epithelial-to-

220 mesenchymal transition 40
• We induced ectopie cell death in the Yorkie tumeurs that are normally 

221 devoid of it and stained tumeurs with ECad and Dlg to label both adherens and tight junctions. We did 

222 not notice epithelial-to-mesenchymal transitions upon massive cell death induction, suggesting that 

223 apoptosis perse may not be sufficient to induce a complete EMT in tumeurs. However, we observed 

224 that ECad and Dlg junctional levels dropped in epithelial zones with high cell death, compared to 

225 epithelial zones with low or no cell death (Fig.3F-F"). Quantifications show that Dlg and ECad levels in 

226 living cells are decreased by 33% or 45% respectively in presence of high apoptosis levels nearby, when 

227 compared to epithelial zones with low or no cell death in close vicinity (Fig.3F'-F"). This indicates that 

228 apoptosis non-autonomously weakens cell-cell junctions in tumeurs. Altogether, this led us to propose 
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229 that apoptosis acts downstream of increased contractility of tumour cells to facilitate EMT and 

230 therefore tumour evolution, through the destabilization of both adherens and tight junctions. 

231 

232 Conclusion 

233 So far, alterations of tumour mechanical properties, such as increased extracellular matrix rigidity, 

234 increased pressure or compressive growth, have been essentially documented at late tumeur stages, 

235 or in cultured cells which are not in a physiological environment. Here our results show that early 

236 during tumour development, high junction contractility induces the presence of massive apoptosis t o 

237 eventually favor the shift from hyperplastic ta dysplastic tumour stages through the non-autonomous 

238 weakening of adherens and tight junctions (Fig.4, top panel), while low-contractility tumours remain 

239 hyperplastic (Fig.4, lower panel). Overall, our results identifythe intrinsic mechanical properties of pre-

240 tumoral tissues as a trigger of tumour aggressiveness in an in vivo model system. 

241 A key feature of tumour evolution is the activation of the EMT program. EMT is well known to be an 

242 inducible change in cell behaviour, controlled by intercellular signalling pathways such as TGFbeta 40
• 

243 The tumour microenvironment, through signalling from cancer associated fibroblasts (CAFs) or tumour 

244 associated macrophages (TAMs) or remodelling of the surrounding ECM is associated with tumoral 

245 EMT regulation 8
•
41

• Yet, our results point towards an unsuspected alternative pathway to trigger EMT, 

246 which is autonomously controlled by tumour cell mechanics. Although adherens junctions are known 

247 to be mechanosensitive in epithelial tissues, this work identifies them as key mechanosensitive 

248 structures driving tumour evolution. During development, endocytosis can be enhanced at adherens 

249 junctions under increased tension 42
, and mechanosensitive endocytosis was shown to contro l E-Cad 

250 and membrane removal to maintain junction homeostasis 43
• Forces can also impact tight junctions 

251 through ZO-1 regulation in cultured cells 44
• However, as we report for fly tissues, enhanced junctional 

252 tension is not sufficient to trigger EMT during development, as it does in tumours. This suggests a shift 

253 in the mechanosensitive properties of cells in pre-tumoral tissues, which will necessitate further 

254 investigations in the future. 

255 A striking result is that high adherens junction tension induces cell death which favours dysplasia 

256 formation. This points towards a far more complex role of apoptosis than previously anticipated in 

257 tumours biology. Wh ile increased resistance to apoptosis is long considered as a hallmark of cancer 45
, 

258 more recent publications hinted at a paradoxical pro-tumoral role by promot ing cell proliferation 

259 35
•
36

,.
6

, while failed apoptosis would faveur invasiveness 47
• Our data further show that, by fragilizing 

260 intercellular adhesions, cell death could also potentiate EMT. Given that mesenchymal tumour cells 

261 are associated with increased resistance to treatments and acquisition of cancer stem cell (CSC) traits 
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262 9•11, massive but incomplete cell deat h induction by radiotherapy or chemot herapy, depending on 

263 specific tumeur properties (such as the state of tumeur cells mechanics) could faveur the appearance 

264 of pockets of more resistant cells and, on the long run, tumeur repopulation. 

265 Finally, the impact of mechanics on tumeur biology takes place at very early stages of tumeur 

266 formation, when overgrowth has not yet taken place. Wit h those results in mind, it would be 

267 interesting to revisit tumeur systems in other model organisms in which circulating EMT cells are 

268 detected before tumeurs could be histologically ident ified, as is the case in the pancreas 48
• ln t hat 

269 case, alterations in the junctional myosin Il pattern and associated t ension could not only induce EMT 

270 but also be an early biomarker of aggressiveness. 

271 
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272 

273 Materials & Methods 

2 7 4 Fly stocks 

275 Knock-in and protein trap fluorescent proteins available from Bloomington Drosophila St ock Center 

276 (BDSC) are: ECad-GFP (BDSC_60584); rhea[MI00296}-mCherry/TM68 (to reveal the Talin protein, 

277 BDSC_39648}, Baz[CC01941}-GFP (BDSC_51572) and dlgl[MI06353-GFSTF.0} (BDSC_59417). The sqh-

278 eGFP[29} was used to reveal Myosin Il distribution and was described previously 28
• Viking-TagRFPt is 

279 a knock-in designed and generated by homologous recombination by lnDroso functional genomics 

280 (Rennes, France). The tag was inserted in N-terminal just before the ATG, and the resulting flies were 

281 validated by sequencing. 

282 Drivers used in this study available from Bloomington Drosophila Stock (enter (BDSC) are: rn: :Gal4 

283 (BDSC_7405); pdm2::Gal4[GMR11F02} (BDSC_ 49828) and Hml::QF2.Delta (BDSC_66468). 

284 Responsive UAS or QUAS lines obtained from BDSC were: UAS::nls-GFP (BDSC_ 4776); UAS::RNAi-

285 flw[HMS04465] (BDSC_57022); UAS::Yorkie[3SA} (BDSC_28817); UAS::Diapl-H (BDSC_6657) and 

286 QUAS::6x-mCherry-HA (BDSC_52270). A UAS:: lacZLi] stock was generated in this study by backcrossing 

287 the UAS::lacZ.Exel line (BDSC_8529} obtained from BDSC with w1118 flies. The UAS::Vhh4-alpha-cat-

288 TagRFPt stock (i.e. AJ-GFP trap) was described previously in 26 and t he HS::Flp on the X chromosome 

289 was reported in 32
• 

290 The following stocks were gifts: UAS::alpha-cat-TagRFP stock was obtained from K. Sugimura (iCeMS, 

291 Japan), UAS::miRHG from JH. Park (University of Tennessee, USA) and UAS::FRTstopFRTreaper[l0.3} 

292 from D. Fox (Duke University, USA). The Deficiency Df(3L}H99 (BDSC_1576) that removes the three 

293 pro-apoptotic genes hid, reaper and grim was a gift from H. Steller (Rockefeller University, USA). 

294 w; elav::Gal80; rn::Gal4/TM68 and w; elav::Gal80; rn ::Gal4, UAS::RNAi-Syx7[GD2767}/TM68, 

295 tub::Gal80 stocks were gifts from P. Léopold (Curie lnstitute, France). The UAS::RNAi-Syx7[GD2767] 

296 original line was originally generated at Vienna Drosophila Resource Center (VDRC). The w; rn::Gal4, 

297 UAS::Yorkie[3SA}/TM68, tub::Gal80 stock was generated in this study. Maintenance of transgenes on 

298 the second chromosome in these backgrounds was achieved by using a red fluorescently labelled CyO 

299 balancer (BDSC_35523}. 

300 

301 Experiments were performed at 25 degrees in both males and females indifferently, unless indicated 

302 (see below). Loss of function experiments using Syx7 RNAi were carried out at 25 degrees or 30 

303 degrees, depending respectively on the absence or the presence of an additional UAS t ransgene. 

304 Experiments involving the AJ-GFP trap transgene, either du ring development or within Yorkie tumours, 

305 were conducted in males only, at 21 degree, to avoid too high induction of cell death. 

306 

307 lmmunostainings and image acquisition 

308 Wing dises at the indicated stage (see below) were dissected in PBS lx. Tissue were fixed by 

309 paraformaldehyde 4% diluted in PBS lx during 20 minutes. Then the samples were washed and 

310 saturated in PBS lx, 0.3% triton x-100 and BSA 1% (BBT). Next, the samples were incubated overnight 

311 at 4°C with primary antibodies diluted in BBT. Samples were washed for lh in BBT before a 2h 

312 incubation at room temperature with secondary antibodies diluted in BBT. Finally, samples were 
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313 washed with PBS lx, 0.3% Triton x-100 for lh and mounted in Vectashield containing DAPI or TRITC-

314 Phalloidin (Vector Laboratories). A 120-mm deep spacer (Secure-Seal™ from Sigma-Aldrich} was 

315 placed in between the glass slide and the coverslip to preserve morphology of the tissues. 

316 The actin cytoskeleton was labelled using the Rhodamine-Phalloidin probe from Fischer Scient ific 

317 (1/500, 2h incubation together with secondary antibodies}. Alternatively, samples were mounted in 

318 Vectashield hardset medium complemented with TRITC-Phalloidin (Vector Laboratories}. Nuclei were 

319 labelled with DAPI included in Vectashield mounting medium, when necessary. 

320 Primary antibodies obtained from Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB} were : anti-Dlg (4F3-

321 c, mouse, 1/200}; anti-ECad (DCAD2-c, rat, 1/ 100}; anti-betaPS (CF.6Gll, mouse, 1/50}. Anti-cleaved 

322 Dcpl (119578, rabbit, 1/200} was purchased from Cell Signaling Technologies. Anti-Baz (guinea pig, 

323 1/500) was a gift from J. Zallen (Sloan Kettering lnstitute, USA}. 

324 Secondary antibodies (Alexa-488, -555 and -647) were purchased from lnterchim and diluted at 1:200, 

325 except Alexa-647 at 1:100. 

326 Fixed samples were imaged using inverted Zeiss laser scanning confocal microscopes, either LSM880 

327 or LSM900, 25x/0.8 multi immersion, 40x/1.4 oil or 63x/1.4 oil object ives and equipped with a piezo 

328 stage. Images were processed with the Fiji and !maris softwares. 

329 

330 Kinetics of tumour development 

331 To perform kinetics of tumeur development , or compare t umeurs at a given timepoint, the following 

332 strategy was used. Virgin females (ultimately 250-300 per cage} were collected in 3-5 days. Males were 

333 crossed with females (about 10 males for 25-30 females} in tubes. Crosses were transferred int o cages 
334 to lay eggs on standard fly food medium. Egg-laying was performed for 3 hours at 25°C. Petri dishes 

335 containing the fly food medium and the eggs was transferred eit her at 25°C (when UAS::Syx7 RNAi is 

336 the sole UAS transgene} or at 29°C (when we used second UAS transgene in addition to the UAS::Syx7 

337 RNAi}. On the next day, the medium wit h eggs was transferred into standard plast ic vials also 

338 containing standard fly food, and replaced at 25°C or 29°C. Eggs were aged for the indicated time 

339 before dissection, younger dises being obtained after 96h of incubation at 25°C (i.e. 96h after egg 

340 laying, AEL} or 64h of incubation at 29°C. Timepoints analysed were separated by 12 or 24h, with a 

341 temporal resolution of 3hours (corresponding to the length of the egg-laying}. For each experiment, 

342 contrai crosses were performed in parallel by replacing the UAS::miRHG, UAS::Diapl or UAS::flapwing 

343 RNAi by a neutral UAS::lacZ transgene or the UAS::Vhh4-alpha-cat-TagRFPt (AJ-GFP-Trap} by the 
344 UAS::alpha-cat-TagRFP. 

345 Note that contrai dises could not be analysed past 120h AEL. This is because contrai individuals enter 

346 metamorphosis at t his timepoint, and wing dises start to undergo morphogenesis, precluding f urther 

347 comparison with tumoral dises. To determine their size, tumoral dises of 144h AEL and beyond were 

348 therefore compared to 120h AEL contrai dises. 

349 

350 Classification of tumour phenotypes 

351 ln our experiments, wing dises were classified in 3 categories: normal, hyperplastic and dysplast ic. This 

352 subdivision takes 2 parameters into account, the overall size of the wing pouch and the epithelial vs 

353 mesenchymal organization of the tissue within the pouch. 
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354 For such an analysis, we systematically generated control (non-tumoral dises in which UAS::Syx7 RNAi 

355 or UAS::Yorkie[3SA) were replaced by a neutral UAS::lacZ transgene) of the same age. This allowed to 
356 determine whether the pouch was overgrown or not. 

357 We aise stained the dises with a combination of markers of epithelium organization: ECadherin or 

358 alpha-Catenin to label adherens j unctions, Dise Large (Dlg) to label septate junctions, bet a-lnt egrin or 

359 Ta lin to label basal adhesions, or Bazooka/Pa r3 as a marker or apico-basal polarity. Beth fluorescent 

360 knock-in/protein trap lines and antibodies were used. A combination of DAPI/Phalloidin was aise used, 

361 alone or in combination with the above markers. Organization of the tissue in a monolayer structure, 

362 with defined apical and basal poles, was classified as epithelial. ln mesenchymal zones, t he mono layer 

363 structure is lest, producing mass-like structures in which apico-basal polarity is lest . This is reflected 

364 for example by the proximity of apical and basal markers, the F-actin cytoskeleton that surrounds the 

365 whole cell or the spacing between nuclei which increases in mesenchymal zones. 

366 Experimental wing pouches which were of a similar size than control pouches at the same timepoint, 

367 and in which the tissue is strict ly epithelial were classified as "normal" . Experimental wing pouches 

368 wider than t he pouch of control dises, and in which the t issue is strictly epithelial were classified as 

369 "hyperplastic" . Finally, experimental wing pouches wider than the pou ch of cont rol dises, and in which 

370 at least one zone is organized in a mesenchymal-like fashion were classified as "dysplastic" . Data were 

371 represented as 100% stacked histograms, with normal, hyperplastic and dysplastic dises coloured in 

372 green, yellow and red respectively. Number of dises analysed in indicated in figure legends. 

373 

374 Apoptosis ectopie induction 

375 Induction of apoptosis was performed by driving an inducible UAS::FRTstopFRT-reaper t ransgene 

376 together with UAS::Yorkie[3SA) in the whole wing pouch. Crosses were performed and larvae initially 

377 developed at 25°C, producing hyperplastic t umeurs. A heat shock was performed at 37°C for 20 

378 minutes, and larvae were grown for 16 additional heurs at 25°C before dissection. 

379 Laser dissection 

380 Tissue culture was performed as follow: wing dises were dissected in Schneider's insect medium 

381 (Sigma-Aldrich) supplemented with 15% fetal calf serum and 0.5% penicillin-streptomycin. Wing dises 

382 were transferred on a glass slide in 13.5 uL of this medium confined in a 120 mm-deep double-sided 

383 adhesive spacer (Secure-Seal™ from Sigma-Aldrich). A high precision glass coverslip (n°1.5H, 

384 Marienfeld) was then placed on top of the spacer. Dissection tools are cleaned with ethanol before 

385 dissection. 

386 Laser dissection experiments were performed on a Zeiss LSM880 laser scanning microscope fitted with 

387 a pulsed DPSS laser (532 nm, pulse length 1.5 ns, repetition rate up to 1 kHz, 3.5 µJ/pulse) steered by 

388 a galvanometer-based laser scanning device (DPSS-532 and UGA-42, from Rapp OptoElectronic, 

389 Hamburg, Germany). The laser beam was focused through a water-immersion lens of high numerical 

390 aperture (Plan-Apochromat 63x from Zeiss). Experiments were performed using a numerical 2x zoom. 

391 Photo-disruption at adherens junctions was produced in the focal plane by illuminating at 80 % laser 
392 power a 20 pixel line (3 runs). Images of ECadherin-GFP were acquired every 500 ms using a 488 nm 

393 Argon laser and a GaAsP photomultiplier. 

394 Statistical analysis 
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395 Statistics were performed in Prism. N and p values are indicated in figure legends. Box plot were 

396 generated in Prism and represent the median, 10 and 90 percentiles. 

397 The normality of data sets was determined using Prism 8 {GraphPad) . For data sets that follow a normal 
398 law, a two-tailed unpaired Student's t -test was used to assess the significance. Otherwise, a Mann 

399 Whitney test was performed. 

400 Significance is denoted as follows according to the p value: ****p<0.0001; ***p<0.001; **p<0.01; 

401 *p<0.05; NS p>=0.05 (not significant). Box plot were generated with Prism. 

402 

403 Quantifications 

404 Acto-myosin and Collagen IV intensity 

405 To quantify acto-myosin, confocal Z-stacks were acquired, with a 25x mult i immersion objective, and 

406 a resolution of l.llµm in x/y and lµm in z respectively. We systematically imaged the whole dise, both 

407 in x-y and in depth. Z-stacks were analyzed by generating sagittal sections with t he Fiji software. For 

408 each sagittal section, two segmented lines (with a t hickness of 5) were drawn on t he apical surface of 

409 the epithelium: one in the notum/hinge region (internai control) and one in the pouch region 

410 (experimental zone). The mean fluorescence intensity for each marker of interest was measured and 

411 the value in the pouch was divided by the value in the unmanipulated notum/hinge region t o obtain a 

412 normalized value. 3 sagittal sect ions were analyzed with this strategy per dise, and the averaged value 

413 was calculated. Analysis was conducted on tissues stained wit h Phalloidin to reveal the F-actin 
414 cytoskeleton, and on t he sqh-eGFP knock-in line to visualize myosin Il. 

415 For quantifications on the basal side, a similar strategy was performed, except segmented lines w ith a 

416 thickness of 3 were used. Quantifications of Collagen IV were performed on the Viking-TagRFPt knock-

417 in line, with the segmented lines drawn on the basal side of the epithelium by following Viking-TagRFPt 

418 staining. For quantification of basal stainings, the control reg ion analyzed was the hinge region, in with 

419 there is only a monolayer epithelium, as in t he pouch. The notum region was avoided, since a layer of 

420 mesenchymal-like adepithelial cells lies underneath t he dise epithelium, which could complicate 

421 Collagen IV measurements. 

422 ECadherin and Dise Large intensity after cell death induction 

423 Quantifications of E-cadherin and Dise large after cell death induct ion were performed on tissues 
424 obtained as indicated in the "Apoptosis ectopie induction" sect ion. Single plane confocal images were 

425 acquired with 40x/1.4 oil object ive, with a x/y resolution of0.078 µm and an image size of 2048*2048 

426 pixels. Images were taken in region in which a zone with massive apoptosis was in close vicinity to a 

427 zone with low/no apoptosis. Segmented lines were drawn at the level of adherens junctions (ECad 

428 staining, line thickness of 15) or at the level of septate junctions (Dlg staining, line thickness of 25). 2 

429 to 3 measures were made in both the apoptotic and the non-apoptotic zones, which were recognized 

430 based on nuclei integrity. 

431 apoptosis volume 

432 To quantify apoptosis levels, dises were st ained with the anti-cleaved Dcpl antibody, which labels the 

433 activated form of the executioner Caspase Dcpl. Dises were counterstained with DAPI to visualize the 

434 whole dise morphology. Confocal Z-stacks were acquired, with a 25x multi immersion object ive. We 

435 systematically imaged the whole dise, both in x-y and in depth. 3D image stacks were reconstructed 

436 using lmaris software (Bitplane). The channel corresponding to the apoptotic staining was segmented 
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437 in lmaris and the total volume was calculated by summing up the volume of each apoptotic cell or 

438 fragment. 

439 macrophages number 

440 A similar strategy than the one used to quantify apoptosis volume was used, except that the Spot 

441 detection function was used in lmaris. A threshold of 7µm was set up to detect the spot, based on the 

442 average size of microphages initially determined. Macrophages were labelled using expression of a 

443 QUAS::mCherry fluorescent protein driven by the Hml::QF2 driver. 

444 
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474 Figure 1. lncreased adherens junction contractility constitutes an early marker of 

475 tumorigenesis. 

476 (A, B) E-Cad staining of control (A) and Syx? RNAi (B) wing dises (projections), showing overall 

477 tissue morphology. The region of Syx? RNAi expression, the wing pouch, is delineated by a 

478 dotted yellow line. ln (B), dises shown from left to right were collected at 96h, 108h, 120h and 

479 144h after egg laying (AEL). Note the progressive increase in size of the pouch domain in Syx? 

480 RNAi dises from 108h onwards. The control dise shown in (A) was collected at 96h AEL. (A', 

481 B') Single plane close up showing organisation of wing pouch tissues at the 96h AEL from 

482 control (A') and Syx? RNAi dise (B', left), and at 120h after tumour formation (B', right). Note 

483 that cells were epithelial at 96h, but have become mesenchymal at 120h AEL in Syx? RNAi 

484 tumeurs, with apical (ECad and Dlg, magenta and cyan) and basal (Talin, yellow) structures in 

485 close vicinity (see inset taken at the level of the arrowhead), and cells becoming round. (A" , 

486 B" ) Schemes summarizing global tissue size and tissue organization (epithelial vs 

487 mesenchymal) as illustrated in (A-B'). Stages (normal, hyperplasia, dysplasia) are therefore 

488 determined based on the size of the wing pouch and the cellular organisation. (C) Histogram 

489 showing the repartition of wing dise phenotypes at the indicated time points(+/- 1.5h), in Syx? 

490 RNAi tumeurs according to the legend in (B" ). Number of dises analysed at 96, 108, 120h and 

491 144h AEL are respectively 46, 15, 26, 31. (D) Analysis of extracellular matrix intensity in control 

492 (grey, n=15) and Syx? RNAi (blue, n=12) at the pre-tumour stage (96h AEL). The intensity of 

493 Collagen IV was quantified on sagittal sections (as shown in Sup Fig.1 D). On the graph, each 

494 dot corresponds to the level of Collagen IV expression in one individual dise. (E) Wing dises 

495 expressing endogenous myosin 11-GFP (green) at the pre-tumour stage (96h AEL), showing 

496 myosin Il accumulation in the pouch (white dashed line) following Syx? RNAi knockdown 

497 (bottom) compared to the control (top). (F) Close up views showing F-actin (red), myosin Il 

498 (green) and E-cadherin (magenta) in control (top) and Syx? RNAi (bottom) epithelial tissues at 

499 the pre-tumour stage (96h AEL). Note the accumulation of F-actin and myosin Il at adherens 

500 junctions before any sign of tumour in Syx? RNAi. (G, H) Box plots showing F-actin (G) and 

501 myosin Il (H) fluorescence levels at adherens junctions (apical) and basal junctions (basal) in 

502 the wing pou ch of control (grey) and Syx? RNAi (blue) dises at the pre-tumour stage (96h AEL). 

503 Pouch levels are normalized with levels in the unmanipulated hinge/notum region for each 

504 dise. Numbers of dises analysed in control and Syx? RNAi dises are respectively 31 and 25 in 

505 apical and 16 and 25 in basal for (G) and 40 and 32 in apical and 25 and 32 in basal for (H). 

506 (1-K) Analysis of adherens junction tension by laser ablation in control and Syx? RNAi dises 

507 expressing E-Cadherin-GFP at the pre-tumour stage (96h AEL). (1) Example of single plane 

508 images before and after laser ablation. (J) Box plots showing quantification of the initial recoil 

509 of junctions from control (grey, n=33) and Syx? RNAi (blue, n=23). (K) Curves of normalized 
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510 vertex displacement following laser ablation in the same genetic backgrounds. Number of 

511 junctions analysed: 33 and 29 in control and Syx7 RNAi respectively. 

512 ln all panels, transgenes are driven in the wing pouch using the rotund::Gal4 driver at 25°C. 

513 Scale bars: 10µm, except 50µm for panels A, B, E and 2µm for panel 1. Apical-basal (A-8) is 

5 14 indicated for each close up showing a polarized epithelial tissue. ln box plots, the black bar 

515 indicates the median, the whiskers indicate the maximal range, and each value is indicated by 

516 a dot. Statistical tests: T-test for (G, J, K) and Mann-Whitney for (D, H). p-value: ••, <0.01; ••••, 

517 <0.0001, ns, non-significant. 

518 
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521 Figure 2. High tumour cell contractility triggers dysplasia. 

522 (A) Wing dises expressing endogenous myosin 11-GFP (green) at 96h AEL, in control (top) and 

523 Yorkie overexpression (bottom). Myosin Il does not accumulate in the pouch (white dashed 

524 line) following Yorkie overexpression. (B) Close up views showing myosin Il (green) and E-

525 cadherin (magenta) in control (top) and Yorkie overexpression (bottom) contexts (96h AEL). 

526 Note epithelial convolutions associated with tissue hyperplasia in Yorkie tumeurs. (C) 

527 Histogram showing the repartition of wing dise stages at the indicated time points (+/- 1.5h) in 

528 Yorkie tumeurs. Number of dises analysed at 96h, 120h, 144h, 168h AEL are respectively 47, 

529 43, 18, 12. (D) Box plots showing myosin Il fluorescence levels at adherens junctions in the 

530 wing pouch of control (grey, n= 24) and Yorkie overexpression (orange, n=14) contexts at 96h 

531 AEL. (E) Analysis of adherens junction tension by laser ablation in control (grey) and Yorkie 

532 overexpression (orange) contexts expressing E-Cadherin-GFP at 96h AEL. Box plots shows 

533 quantification of the initial recoil of junctions (n=33 in control and 12 in Yorkie). (F) Principle of 

534 AJ-GFP-trap function to target myosin 11-GFP accumulation specifically at adherens junctions. 

535 Cytoplasmic and adherens junctions' pools of myosin Il are respectively shown in light and 

536 dark green. (G-1 ) Analysis of wing dises mechanics in late third instar larvae. (G) Close up 

537 views of the epithelial tissue showing myosin 11 (green) and adherens junctions (red). Note the 

538 strong enrichment of myosin Il at adherens junctions caused by the presence of the AJ-GFP 

539 trap (bottom), compared to the control (top). Dlg (cyan) localisation is still localised apically 

540 following enrichment of myosin Il caused by the trap (bottom). (H) Quantification of myosin 11-

541 GFP levels at adherens junctions of the wing pouch in control dises (expressing alpha-catenin-

542 RFP, n=9), or following expression of the AJ-GFP trap fused to alpha-catenin-RFP (n=15). (1) 

543 Analysis of adherens junction tension by laser ablation in control (expressing lacZ, grey) and 

544 flapwing RNAi dises (magenta) co-expressing E-Cadherin-GFP. Box plots show quantification 

545 of the initial recoil of junctions following laser ablation. Number of junctions analysed: 14 and 

546 16 in control and flapwing RNAi respectively. (J) Close up views of the organisation of Yorkie 

547 tumeurs without (control, left, n=27) or with myosin Il increase at adherens junction due to 

548 flapwing RNAi knockdown (right, n=4). Cell rounding and loss of epithelial organisation is 

549 associated with loss of segregation of apico-basal polarity makers, as shown by E-

550 Cadherin/Dlg/Talin proximity in the inset taken at the level of the arrowhead. (K) Close up views 

551 of the organisation of Yorkie tumeurs without (alpha-Catenin-RFP expression, left, n=30) or 

552 with myosin Il increase at adherens junction dueto expression of the AJ-GFP trap (right, n=17). 

553 (L) Histogram showing the repartition of Yorkie tumeurs co-expressing the indicated 

554 transgenes. Numbers of dises analysed: alpha-cat-RFP (control), 30; AJ-GFP-Trap, 17; lacZ 

555 (control), 14; flapwing RNAi, 16. 
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556 The same contrais are shown in (E) and in figure 1J (same set of experiments). Transgenes 

557 are driven in the wing pou ch using the rotund: :Gal4 driver at 25°C, apart from panels (1) where 

558 pdm2::Gal4 was used, and experiments with the AJ-GFP trap which were conducted at 22°C. 

559 Scale bars: 1 0µm, except 50µm for panels A. Apical-basal (A-B) is indicated for each close up 

560 illustrating an epithelial tissue. ln box plots, the black bar indicates the median, the whiskers 

561 indicate the maximal range, and each value is indicated by a dot. Statistical tests: T-test in D 

562 and I or Mann-Whitney in E, H. p-value: *, <0.05; **, <0.01; ***, <0.001; ns, non-significant). 

563 
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566 Figure 3. Apoptosis is triggered by high adherens junction tension and facilitates 

567 tumour evolution 

568 (A) Global views (projections) of pre-tumour stage (96h AEL) wing dises, either control (left) or 

569 expressing Syx7 RNAi (right). Note that apoptosis (Dcp-1 staining, red) spatially coincides with 

570 the region of myosin Il enrichment (green). (A') Quantification of apoptosis in control dises 

571 (n=26) and Syx7 RNAi tumours (n=26) at 96h AEL. (B) Global views (projections) of Yorkie 

572 tumours (dises overexpressing Yorkie) co-expressing lacZ (used as a control, left), flapwing 

573 RNAi (middle) or the AJ-GFP trap (GFP trap fused to alpha-Catenin-RFP, right). Note that here 

574 again, apoptosis (Dcp-1 staining, red) spatially coincides with regions of myosin Il enrichment 

575 (green). (B') Quantification of apoptosis in Yorkie tumours concomitantly expressing lacZ 

576 (n=14) or flapwing RNAi (n=16) to increase myosin II levels. (B" ) Quantification of apoptosis in 

577 Yorkie tumours concomitantly expressing alpha-Catenin-RFP (control, n=18) or the AJ-GFP 

578 trap (n=14) to increase myosin II-GFP levels at adherens junctions. (C) Global views 

579 (projections) of Syx7 RNAi wing dises of the same age (96h AEL at 30°C, which corresponds 

580 to early tumour stage in the control), either co-expressing lacZ (control, top) or miRHG in a 

581 Deficiency H99 / + background to inhibit apoptosis (bottom). Note that overall size and shape 

582 of Syx7 RNAi tumours with or without apoptosis is similar. (D, E) Histograms of phenotype 

583 repartition in Syx7 RNAi dises of the same age with (lacZ) or without (miRHG H99) apoptosis. 

584 Control dises are at early tumour stage in (D) (96h at 30°C) and al the late tumour stage in (E) 

585 (128h AEL al 30°C). Number of dises analysed: 32 and 19 in lacZ in (D) and (E) respectively; 

586 21 and 22 in miRHG H99 in (D) and (E) respectively. (E') Close up views of Syx7 RNAi tumours 

587 of equivalent age with (lacZ) or without (miRHG DefH99) apoptosis, corresponding to tumours 

588 analysed in (E). (F) Single plane image showing the state of adherens junctions and septate 

589 junctions, respectively labelled with E-Cad (magenta) and Dlg (cyan), in a Yorkie tumour in 

590 which apoptosis was induced through controlled reaper expression. Apoptosis was massively 

591 induced on the right side, but not on the left side of the image. DAPI staining (yellow) labelling 

592 nuclei shows the zone of apoptosis induction, with condensed DNA and numerous fragments 

593 accumulated. (F', F" ) Quantification of ECad (F') and Dlg (F" ) expression levels in apoptotic 

594 versus non-apoptotic zones of Yorkie tumours, as shown in (F). Number of dises analysed: 20. 

595 Transgenes are driven in the wing pouch using the rotund::Gal4 driver at 25°C, apart from 

596 panels (C-E') at 30°C, and experiments with the AJ-GFP trap al 22°c. Scale bars: 10µm for 

597 panels E' and F; 50µm for A, B, D. Apical-basal (A-B) is indicated for each close up illustrating 

598 an epithelial tissue. ln box plots, the black bar indicates the median, the whiskers indicate the 

599 maximal range, and each value is indicated by a dot. Statistical tests: T-test in B" or Mann-

600 Whitney in A', B'. p-value, Wilcoxon in F' and paired T-test in F" : ••••. <0.0001. 
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602 Figure 4: Madel of tumeur evolution controlled by adherens junction tension and apoptosis. 

603 Tumeur evolution from the pre-tumoral stage (left) to late tumeurs (right) depending on whether 

604 adherens junctions (AJ, magenta) are under high tension (top row) or low tension (bottom row). 

605 High adherens junction tension (1) is caused by myosin 11 accumulation (dark green) starts al 

606 the pre-tumoral stage (cells in light green) and induces apoptosis (2). Apoptosis (blue) triggers 

607 weakening of adherens junctions (3) and tight junctions (not illustrated) in surrounding living 

608 cells, thereby facilitating the switch from hyperplasia (yellow cells) to dysplasia (red cells). High 

609 AJ tension can also triggers dysplasia, independently of apoptosis (not depicted). On the 

610 contrary, when tension is low at AJ, hyperplasia expands but does not switch into dysplasia. 

611 
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741 Supplementary Figure 1. Additional characterization of Syx7 RNAi tumour organisation 

742 (A) General views (projections) of Drosophila wing dises stained for F-actin (red) to reveal 

743 overall tissue morphology in the contrai (top) or Syx7 RNAi dise at the late tumeur stage 

744 (bottom). A nuclear GFP (green) is expressed in the wing pouch to highlight the demain of 

745 interest in this study (surrounded by a dashed line). Note that the green staining indicated by 

746 the asterisk in the contrai correspond to a haltere dise, which is not analysed in this study. (B, 

747 C) Close up views showing tissue organisation in contrai dises (approximately 120h AEL, top 

748 raw) and late tumeur stage Syx7 RNAi dises (appraximately 144h AEL, bottom raw). ln (B), 

749 dises were stained with phalloidin to reveal F-actin and beta-PS antibody to reveal lntegrin 

750 receptors. Note tissue disorganisation associated with epithelial-to-mesenchymal transition in 

751 Syx7 RNAi tumeurs, with rounder cells instead of a columnar organisation, F-actin 

752 redistributing al around the cell cortex instead of accumulating essentially at apical and basal 

753 pales, and mislocalised dots of lntegrins. ln (C), dises were labelled using endogenous E-

754 Cadherin fused to GFP (ECad, magenta), endogenous Talin fused to mCherry to label lntegrin 

755 associated basal adhesions (red), and an antibody against the junctional component 

756 Par3/Bazooka (Baz, green) which is a key component of epithelial apico-basal cell polarity. 

757 Like in (B), note the disorganisation of the tissue following Syx7 knockdown, with mislocalised 

758 dots for each marker. Dots for apical (ECad, Baz) and basal (Talin) markers can be observed 

759 in close vicinity, indicating the Joss of polarity. Note also that while Ecad and Baz colocalize in 

760 contrai epithelium, they do not systematically colocalize in Syx7 RNAi tumeurs (see inset taken 

761 at the level of the arrowhead). Number of dises analysed are respectively 6 and 2 in contrai 

762 and Syx7 RNAi in (B) and 11 and 9 in contrai and Syx7 RNAi in (C). (D) Analysis of extracellular 

763 matrix distribution in contrai (left, n=15) and Syx7 RNAi (right , n=12) at the pre-tumour stage 

764 (96h AEL) in the wing pouch (under1ined by dashed lines). Representative sagittal sections are 

765 shown, with high ECM staining on the basal side (arrowhead), as revealed by Collagen IV-

766 TagRFPt staining (red). The epithelium, and especially ils apical side, is revealed by ECad 

767 staining (green). At that stage, Collagen IV is normally distributed in the wing pouch of Syx7 

768 RNAi tumeurs. (E) General views (projections) of Drosophila wing dises stained for F-actin 

769 (red) to reveal overall tissue morphology in the contrai (left) or Syx7 RNAi dise at the early 

770 tumeur stage (right). The wing pouch is indicated by a white dashed line. Scale bars: 50µm in 

771 A and E, 1 0µm in B and C. A-B indicate apical-basal polarity in the contrai and Syx7 RNAi pre-

772 tumoral epithelium. 

773 



 

186 
 

A B 
F-acùn nlsGFP F-ae11n 

~ 
8 
0 

~ 
8 
0 

~- al .... 
~ ~ 
" " E E 

11611AEL 120hAEL 144hAEL 

C 
F-act,n OAPI F-aclin 8-PS F-aelk, JI-PS 

1 
E 

8 lil-::: 
i , ... ~, 
" E 

D 
Baz El:ad Baz Ecac:t OAPI Baz Ecad Baz Ta!!n 

~ 
~ 

i 
" E 

Supplementary Fig. 2 

774 

775 



 
 

   

187 
 

776 Supplementary Figure 2. Additional characterization of Yorkie tumours 

777 (A) General views (projections) of Drosophila wing dises stained for F-actin (red), to reveal 

778 overall dise morphology, and expressing a nuclear GFP in the wing pouch to reveal ils size in 

779 contrai (top) and following Yorkie overexpression (bottom). (B) General views (projections) of 

780 Drosophila wing dises stained for E-Cadherin (white) to reveal overall tissue morphology al the 

781 indicated timepoints (+/- 1.5 hour) for contrai (top row) or Yorkie overexpression (bottom row) 

782 conditions. The wing pouch is delineated by the yellow dashed line. Note the strong increase 

783 in pouch size in dises overexpressing Yorkie compared to the contrai al any timepoint as well 

784 as al successive timepoints. Contrai animais enter pupariation just after 120h AEL, preventing 

785 further analysis of larval tissues in th is condition. On the contrary, Yorkie tumeurs lead to an 

786 extension of larval life, and further analysis of larval tissues is possible at timepoints such as 

787 144h AEL and beyond. Number of dises analysed are indicated in legend of Figure.2C. (C, D) 

788 Close up views showing tissue organisation in contrai dises (approximately 120h AEL, top row) 

789 and late Yorkie tumeurs (approximately 144h AEL, bottom row). DAPI was used to reveal 

790 nuclei (blue). A-B indicate apical-basal polarity. ln (C), dises were stained with phalloidin to 

791 reveal F-actin, and beta-PS antibody to reveal lntegrin receptors. Note that despite multiple 

792 convolutions, the tissue keeps an epithelial organisation in Yorkie tumeurs, with a columnar 

793 organisation, F-actin still accumulated essentially al apical and basal pales, and strictly basal 

794 dots of lntegrins are observed. ln (D), dises were labelled using endogenous E-Cadherin 

795 (ECad) fused to GFP (magenta), endogenous Talin fused to mCherry to label lntegrin 

796 associated basal adhesions (red), and an antibody against the junctional component 

797 Par3/Bazooka (Baz, green) which is a key component of epithelial apico-basal cell polarity. 

798 Like in (C), note the polarized organisation of the tissue following Yorkie overexpression, and 

799 the colocalization of ECad and Baz, as expected for epithelial cells. Apical (ECad, Baz) and 

800 basal (Talin) markers are observed al opposite cell pales, indicating the maintenance of 

801 epithelial polarity. Number of dises analysed are respectively 6 and 8 in contrai and Yorkie 

802 overexpression conditions in (C) and 11 and 14 in contrai and Yorkie overexpression 

803 conditions in (D). (E) Analysis of adherens junction tension by laser ablation in contrai (grey) 

804 and Yorkie (orange) dises expressing E-Cadherin-GFP al 96h AEL. Curves of vertex 

805 displacement following laser ablation are shown. The number of junctions analysed in contrai 

806 and Yorkie overexpression conditions are respectively of 33 and 12. Related to Fig.2E. Scale 

807 bars: 50µm. in A, Band 10µm in C, D. Statistical test: T-test in E. p-value: ns, non-significant. 

808 

809 
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812 Supplementary Figure 3. lncrease in myosin Il levels at adherens junctions caused by 

813 flapwing inhibition or AJ-GFP-trap expression 

814 (A, B) General views (projections) and close up views (single plane, B) ofwing dises in which 

815 either alpha-catenin-TagRFP (contrai, top) or the AJ-GFP-trap (bottom) are expressed 

816 specifically in the pouch (indicated by the dashed line). The AJ-GFP-trap is constituted by a 

817 fusion between a nanobody that recognizes GFP, the adherens junction constituent alpha-

818 Catenin and the TagRFP fluorescent molecule to follow its subcellular localisation. The 

819 regulatory subunit of myosin Il, Sqh, is endogenously tagged with eGFP. (B) The close-up 

820 views illustrate that myosin Il (green) levels are increased at the level of adherens junctions in 

821 presence of the AJ-GFP-trap (colocalization with the TagRFP, red). Note that myosin Il alone 

822 and Dlg staining from the same images are shown in Fig.2G. (C) Scheme of myosin Il 

823 regulation by a balance of phosphorylation/dephosphorylation. (D, E) General views 

824 (projections, D) and close up views (single plane, E) of wing dises either contrai (expressing 

825 lacZ, top) or in which the myosin Il phosphatase activity is reduced due to flapwing RNAi 

826 expression (bottom). The wing pou ch is indicated by a dashed line. Note the increase in myosin 

827 Il levels caused by flapwing inactivation. (E) The close-up views illustrate that the apico-basal 

828 polarity is maintained, with Dlg (red) still localized at apical tight (septate) junctions. Number 

829 of dises analysed: 5 and 7 in contrai and napwing RNAi respectively. (F) Quantification of 

830 myosin II-GFP levels at adherens junctions (apical) or basal junctions (basal) in contrai 

831 (expressing lacZ, n=10) and flapwing RNAi wing dises (n=9). (G) Analysis of adherens junction 

832 tension by laser ablation in contrai (expressing lacZ, grey) and flapwing RNAi dises (magenta) 

833 co-expressing E-Cadherin-GFP. Curves of vertex displacement following laser ablation. 

834 Number of junctions analysed: 14 and 16 in contrai and flapwing RNAi respectively. Related 

835 to Fig.2E. 

836 Transgenes are driven in the wing pouch using the rotund::Gal4 driver at 25°C, apart from 

837 experiments with the AJ-GFP trap which were conducted at 22°C. Scale bars: 10µm, except 

838 50µm for panels A, D. Apical-basal (A-B) is indicated for each close up illustrating an epithelial 

839 tissue. ln box plots, the black bar indicates the median, the whiskers indicate the maximal 

840 range, and each value is indicated by a dot. Statistical tests: T-test in F, G. p-value: •, <0.05; 

841 ••, <0.01; ns, non-significant). 
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845 Supplementary Figure 4. Hyperplasia-to-clysplasia transition caused by increased 

846 adherens junction tension in Yorkie tumours 

847 (A) Close up views of the organisation of Yorkie tumours either control (lacZ, top) or in which 

848 myosin Il levels were increased due to flapwing RNAi expression (bottom). Myosin Il (green) 

849 levels are increased in mesenchymal cells (bottom), compared to control epithelial cells (top), 

850 and reorganize discontinuously around the cell cortex. Nuclei are labelled in blue (DAPI 

851 staining), F-actin in red and tight junctions in cyan (Dlg). Number of dises analysed: lacZ, 3; 

852 flapwing RNAi, 6. (B) Close up views of the organisation of Yorkie tumours without (alpha-

853 Catenin-RFP expression, top) or with myosin Il increase at adherens junction due to the 

854 expression of the AJ-GFP trap (bottom). Nuclei are labelled in blue (DAPI staining), adherens 

855 junctions in red (alpha-Catenin-RFP), tight junctions in cyan (Dlg) and endogenous myosin 11-

856 GFP in green. Number of dises analysed: alpha-CatRFP, 30; AJ-GFP-Trap, 17. 

857 Transgenes are driven in the wing pouch using the rotund::Gal4 driver at 25°C for flapwing 

858 RNAi (B) or 22°c for AJ-GFP trap experiments. Scale bars: 10µm. Apical-basal (A-B) is 

859 indicated for each close up illustrating an epithelial tissue. 
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863 Supplementary Figure 5. Characterisation and manipulation of apoptosis in fly tumours 

864 (A) Quantification of apoptosis in wing dises in control (grey), Syx? RNAi (blue) and Yorkie 

865 overexpression (orange) conditions at the indicated timepoints ( +/- 1.5h AEL). Number of dises 

866 analysed: 26 and 38 in control dises at 96h and 120h AEL respectively; 26, 39, 29 and 30 at 

867 96h, 120h, 144h and 168h AEL respectively in Syx? RNAi, and 11, 18, 1 0 and 12 at 96h, 120h, 

868 144h and 168h AEL respectively in Yorkie tumours. Experiments were conducted at 25°C. (B) 

869 Close up views showing myosin Il (green), Dlg (cyan) and active caspase DCP-1 (red) in Yorkie 

870 tumours either expressing lacZ (control, left, n=14) or flapwing RNAi to increase myosin Il 

871 levels (right, n=16). Note that mesenchymal cells were in close vicinity of apoptotic domain 

872 following myosin Il increase. (C) General views (projections) of Syx? RNAi tumours 

873 coexpressing lacZ (control, n=20), Diap1 (n=20), miRHG alone (n=20) or miRHG in a 

874 heterozygous background for the H99 deficiency (miRHG Def H99, n=20) at the late stage 

875 (112h AEL at 30°C). Tumour shape is visualized using Dlg (cyan), while apoptosis is revealed 

876 using anti-active Dcp-1 caspase staining (red). Syx? RNAi tumours have a similar size and 

877 shape, irrespective of apoptosis inhibition efficiency. The pouch domain is indicated by a 

878 dashed line. Scale bar: 50µm. (D) Quantification of apoptosis at the late tumour stage (112h 

879 AEL at 30°C) for the indicated genotypes. Apoptosis is not affected by Diap1 overexpression, 

880 reduced but not abolished by miRHG expression, and very low in miRHG Def H99. (E) 

881 Quantification of apoptosis in Syx? RNAi tumours with (lacZ, in grey) or without apoptosis 

882 (miRHG Def H99, black) at the indicated timepoints at 30°C. Note that apoptosis is always 

883 efficiently abolished in Syx? RNAi miRHG Def H99 tumours, irrespective of the timepoint 

884 analysed. Number of dises analysed are respectively 20, 20, 20 and 19 at 80h, 96h, 112h and 

885 128h AEL in controls and 14, 20, 20 and 22 in miRHG Def H99. 

886 ln box plots, the black bar indicates the median, the whiskers indicate the maximal range, and 

887 each value is indicated by a dot. Statistical tests: Mann-Whitney in A, D, E. p-value: •, <0.05; 

888 ••, <0.01; •••, <0.001 ; ••••, <0.0001; ns, non-significant). Ali statistical tests were performed by 

889 comparison with the control at 120h AEL in (A), and between the control and miRHG Def H99 

890 at each indicated timepoint in (E). 
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894 Supplementary Figure 6. Apoptosis does not promote dysplasia formation through 

895 macrophage recruitment or increase in tissue tension 

896 (A, B) Analysis of macrophages (hemocytes) recruitment in Syx? RNAi tumeurs. ln (A), top 

897 and bottom rows show projection views of contrai and Syx? RNAi dises respectively. Syx? 

898 RNAi dises are at the pre-tumour stage (96h AEL, left) or late tumeur stage (120h AEL, right). 

899 ECad (green) labels the dises. Macrophages, labelled with Hml::QF2, QUAS::mCherry 

900 transgenes, are shown in magenta. (B) Quantifications of the number of macrophages in the 

901 contexts shown in (A). Each dot represents the number of macrophages in one individual dise, 

902 and is colour-coded depending on the stage of the dise determined based on ECad staining 

903 (size of the wing pouch and epithelial vs mesenchymal state of the cells). Note that 

904 macrophages are recru ited once tumeurs have turned dysplastic (red dots at 108 and 120h), 

905 but not before the hyperplastic-to-dysplastic switch (green and yellow dots at 96 and 108h). 

906 Number of dises analysed in contrai and Syx? RNAi dises respectively: 20 and 11 at 96h, 19 

907 and 23 at 108h and 18 and 16 at 120h. (C, D) General views (projections, C) and close up 

908 views (single plane, D) of Syx? RNAi tumeurs with (lacZ, left) or without apoptosis (miRHG Def 

909 H99, right) at a similar age which corresponds to the pre-tumour stage in contrais (80h AEL at 

910 30°C). Myosin Il (green) accumulates similarly in presence or absence of apoptosis (red) in 

911 early Syx? RNAi dises, apart from apoptotic fragments (bright dots in D). (D') Quantification of 

912 myosin II levels at adherens junctions in Syx? RNAi tumeurs with (lacZ, grey, n=15) or without 

913 (miRHG H99, black, n=13) apoptosis. 

914 Transgenes are driven in the wing pouch using the rotund::Gal4 driver at °C in (A, B), or at 

915 30°C in (C-D').The pouch is indicated by a dashed line in C. Apical-basal (A-B) is indicated for 

916 each close up illustrating an epithelial tissue. Scale bars: 10µm in D and 50µm in A and C. ln 

917 box plots, the black bar indicates the median, the whiskers indicate the maximal range, and 

918 each value is indicated by a dot. Statistical tests: Mann-Whitney in D'. ns, non-significant. 
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The conversion of epithclial cclls into me senchyrnal ones, thrnug-h a p rocess koown as epithe lial-mesenchymal 
transition (or EMT) is a revci-sible proccss involved in ai.tien! steps of animal development as ca.rly as eastru­
btion :md throughout organoge nesis. ln pathological conditions such as aggressivc cancers, EMT is oftcn asso­
ciate<l with increased drue iesistancc~ motility and învasivcnc~. The characterisation of the upstteam si~als an<l 
main dccision takcrs, such as the BMT-transcJ·iption factorn, bas le<l to the identification of a core molecub.r 
machina,, controlline the .spedfication toward s BMT. Howevcr1 the cellular cxecution .steps of this fun<lament::tl 
shift .:u-e: poorly dcscribed, especially i n cancerous cclls. Herc we r eview our currcnt kno\vlcdge ree;:irdine the 

stepwise nature of EMT in mo<lcl or~misms ns <liver-sc as sea urchin, Drosophila, zebrafish, mouse. or chicken. We 
focu.s on the cellular dynamics and m echanics of the transitional stages by which epithclia.1 cclls pm~essivcly 
become mescncbymnl an<l le ave the: epithelium. We e;:ither the currently availnble pîeces of the puzzle, ind u<line 
the overlooked property of EMT cells to pro<luce. mechanical fo1·ces along their apico-basal axis be.fore <le ta.ch.ing 
from their neiehbours. We <liscuss the interplay be.twccn EMT and the surrounding tissue. Finally, we propose a 
conccptual fra.mework of EMT ccll dynamics from the vcry first hint of epithelial ce.li reorganisation to the 
succcssful exit from the epithelial sheet. 

1 . Introduction 

Epithelial-mesenchymal transition (EMf} is an Ul1(xn-tant cellular 
process, corres:pondlllg to the progressive b·ansfo1n1ation of one or more 
cobesive epithelin1 cells integrnte<l in an epithelinl layer into me.sen­
chymal ones. EMT is characterised by extracellular matrix remodelling, 
a shift ù1 cell polrui ty, the remodelling of adhesion and cytoskeleton 
components and finally, most of the tirne, the acqui.sition ofcell motility 
(Yang et nl., 2020) . 

This transition was fu~t desc.ribed in the late 1970s dwing primitive 
streak formation in ea.rly chicken embryo, and was subsequently 
obseive<l in a number of other developmental models rnnging from sea 
urchin and Drosophila to venebrntes such as Xenopus, zebrnfish and 
mouse, ench one biinging a spec.ific set of inf01mation. Developme.ntal 

genetic studies in Drosophila led to the identification of master EMT 

regulators, such as Snail and Twist (t.epUn, 1991), which orchestrate 
mesode1n1 ù1vagination <lwing gastrulatioo. Relatecl n·anscription fac­
tors were then identified in chordates revealing the high degree of 
conservation of EMT regulation and underlyîng the relevance of study­

ing EMT ù1 model organis.ms. F.MT-trnnscription facto~, including 

Twist, Snail and Zeb familles, regulate the expression of one nnother 
nn<l, in <liffei~.nt combinations. induce the expression of tn.rget genes 
assoc.iated with the mesenchymal stnte and repress genes associated 
with the epithelial state (Yn .. n_g Pt ru., 2020; Nœto et ru. , 20 J 6; dta.ng 
et al , 2016). 

ln addition toits multiple functions dw·ing developrnent, EMT p.-u·­
ticipates in wound healin_g and tissue regeneintion. Fw'them1ore, nccu­
mulating evidence suggests that the progression of most carc.inomas is 
associated with EMT, through the a bility of epithelial tumour cells to 
escape from piima1y tumow-s, invade new tissues and organs and fo1m 

Abbreviati.ons: BM, Base.ment Mcnilir.rne; EMT, Epithelia-Mcscnchymal Transition; MCC, Multicilinted Cclls; MET, Mcscochymal to Epühclial Tr::msition; MMPs, 
Matrix Metalloproteinases~ Myosin Il, Non-muscle Myosin li; MT, Microtubules; NC, Neural Crest; NCCs1 Neural Cn~st Cclls; PMCs, Primary m csenchyme cclls; PS1 

Primitive Strcal{: SMCs, Secondary mesenc.hyme cclls. 
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Box 1 
OVerview of the main developmental moclels where EMT cellular dynamics and mechanics have been chamcterised. 

Gastrulation in se.a urcltln 

EMT is involved twiœ du.ring the invagination prooesses associated with sea urchin gastntlation. First the prirnruy mesenchyme cells (PMCs), 
whlch are distributed in a circle ru-ound the most vegetal part of the blastula, start to ingress. This coincides with the first sign of cu.rvature of the 
vegetal plate. Then, a second round of EMT tnkes place when secondruy mesenchyme cells (SMCs) ingress at the tip of the archentecon ( Fig IA) 
(HanJ.n, l "96). 

Mesoderm invagination in Drosophila 

Drosophila meso<lerm formation occw·s through Ùle invagination of the most ventral domain. at dteonset of gastrulation. lt starts with the apical 
constJ.iction of most ventral cells, followed by the intemalisation of the whole ventral tissue. lt transiently forms a tube of œ1ls that eventually 
!oses its epithelial characteristics to form an inner mesocle1mal mass (Fig l B) (1Vlllklballe1 und Mùll~r. 201 J). 

Primitive streak formation in chicken and mouse 

Pdmitive so·eak (PS) is a nnnsient stn..1cture that marks the onset of gast.mlation in avian, reptilian and mammalian emb1yonic development. 
Cells from the epiblast migrate into the inteiior of the emb1yo via the PS and ingress using an EMT process, firnt sporadically, then collectively 
(l',g l C) (Sm .u10 1';;tie1 n anJ Wei je, 2020). 

Neural crest œll deJamination in chicken, zebrafish, mouse and Xenopus 

Neuml crestcells (NCCs) are multipotent cells emerging du.ring neurnlation atthe lateral borden; of the neural plate. NCCssubsequently detach 
from the dorsal new·oepithelium by an EMT process, migrate to populate a wide vmiety of tissues and participate in the formation of various 
s tructures, sucl1 as a·anio-focial bones and cartilage and peri phe.ral netvous system (Fig. 1D) (Milinoeund Tud,o!!, 202 l ; Le Dounuu et al., 2004). 
Although the process of NCC delanrination varies depending on the species considered, NCC origin (œphalic versus trun.k) and the type of 
migration (single in chiclœn, collective in zebrafish), a common cellular path way and sin1ilar molec,ùar actors can be found in eacl1 case 
(Pi,,œntmo et ,,iJ , 2020). 

Gastrulation in Xenopus 

Gastrulation in Xenopus struts witl1 thefo1mation of the blastopore. The fin;t m01phological change conesponds to the formation of bottle cells, a 
grnup of œlls that con strict their apex and elongate apico-basally. Titis is followed by the invagination of the blastopore and the fomiation of the 
mesoclerm layer (Winklb.111e1, 2020). 

Ca.rdiac development in zebrafish 

The zebrafish heart is a two-chnmber contractile organ. The emb1yonic heart is initially composed of an inner endothelial cohesive monolayer, 
in contact with the blood, and W1 outer compact cmdiomyocyte monolayer, separnte<l by a layer of ext:raœllular mat:J.ix called cardiac jelly. A 
phenomenon known ns tmbeculation enlarges the ventricle wall through BIIT-like events in zebrafish (but not in a vian or mamnutls) (Fi~- l E) 
(S~."1dt and Smime1, 2012). 

ruetastasis (Yang nnJ Wembeg, 200&; Oougi e and Wembe,-g 2019). 
Although EMT has been extensively srudied over the past 50 yeru,, the 
scientific community focused mainly on the identification of epithelial 
and mesenchymal marker~ and viewed EMT mainly as an ON/ OFF 
switch between two œllular state.s. However, the full complexity of this 
process is more and more recognised with growing evidence of the ex­
istence of a diversityof paitial KMT states (Yang et al 2020; N,~ro et al 
2016). lt therefore becomes impmtant to ronsider the stepwise aspect of 
the transition between epithelial and mesenchymal states perse in both 
developmental and pathological contexts. 

Here, we bring together and summarise data obtainecl over a long 
peiiod of time in developmental contexts. We focus on cellular stepwise 
dynrunics and mechanics of the understated EMT execution stage, and 
chose not to mention dte subsequent stage of mesenchymal cell migra­
tion that has been extei1sively reviewed (S.abo anJ Mayo,, 20\!l). An 

overview of the models and tem1S used to descrîbe EMT execution is 
provided in Boxes 1 illd 2. We next gather· evidenœ pointing at the 
emerging interplay between RMT œll dynamics and tissue prope.tties or 

behaviour. Finally, we combine the fmgmented information charac­
teiised in different model systems into a (X>tential framework fo1· the 
sequence of events taking place dming execution of the EMT process. 

2. Getting r eady to leave the epitheliwu: o n tbe starting blocks 

Once cells have taken the decision to pe1fom1 EMT, they need to 

prepare their exit acutely in order to maintain epithelial tissue integ1ity. 
The ve1y first steps in d1is process do not interfere with epid1elial cell 
charncteristics but mther prepare cells for the subsequent events. These 
first steps indude basen1ent membrane remodelling, apical surfaœ 
reduct.ion and1 at least in some contexts. nucleus relocation. 

2. J. Basement membrane breakdown 

The basement membrane (BM) is usually subjectecl to impo1tant 
remodelling when œlls ingress or delruninate. This constitutes an early 
EMT event andj in some cases, the first recognisable event of the process 
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Box2 
Sorne definitions. 

Below, we provide some definitions dlat have been used for <leca<les in the developmental EMT field. lf some tenus initially had discrete 
meanings (see below) that we tried to respect, it is important to note that terms such as .. ingression'', "deJn mination'" and "extrusion'" may 
cw-rently be used as synonyms to refer to the transitional phase ofEMf during which a given cell exits the epithelium. 

lngres.sion initially refened to the process by which individua1 cells move from the swfaœ layer into the interior of the emb1yo, beooming 
mesenchymal and migrating individuaUy. ··tngression" was usecl for ex ample to desciibe intei-nalisation of sea wd1in PMCs and SMCs or of av ian 
epiblast cells going duough the ptimitive streak to form endodetmal and mesodermal deiivatives (Gilben, 2003). 

Delamination was initinlly consiclere.d similar to ingression on a cellular basis, although the output is slightly different as cells truruiently 
accumula te under the epithelium of origin be.fore moving away or reorganising. Examples of clelamination indu de venebrnte neural crest cells, 
zebrafish cardiac cells or fly new·oblasts, which individually exit the prin1ruy epithelium but transiendy accumulate below it (Gilbe,t, 20<J:.<). 
NCC de.lamination nmy also be referred to as entlgration or segregation from the neural rube. 

Extrusio n is the process by which epithelia exclude unwanted ce.Us to maintain tissue homeostasis. lnitially associated with ::ipoptotic cell death 
(Ro,e.nb!ntt et al. 2001), some srudies now refer to the extrusion of live cells. 

De--epithelialisatio n corresponds to the loss of n1ain epithelial characte.iistics, principally loss of tight and ndhere11s junctions and the asso~ 
cinted apical demain. This rould coïncide with a loss of cohesion between neighbouis, but it cloes not imply cell movement (Shook. a.nJ Kellet, 
2003). 

Epithelial cell characteristics: Epithelial cells form cohesive sheets. They have diffei·ei1t types of cell~ell contacts including tight j unctions and 
adherens junctions. Adherens junctions ru·e composed of Cadherins, which are transmembmne proteins forming homodimers with Caclherins of 
adjacent cells, and cytosolic Cotenins, which link adherens junctions to the actin cytoskeleton. Tight junctions (septate junctions in in­
vei-rebmtes) are responsible of the bartier function of epithelia, preventing the diffusion of molecules. Epithelial cells are highly polaiised with 
sevei-al membrane domains along their apico-basal axis. lndeed, the apical membrane faces theextemal or luminal environment, while the basal 
membrane s its on the base.ment membrane of the extro.cellular moti-ix. This suppo1tive matrix is compose<l of networks of Collagen fV and 
Laminin fibrils, together with linker proteins. Epithelial ce.Us ndhere to the base.ment membrane through focal adhesion cmnple.xes, which 
include Integrins. At the level of the apical membrane, the antagonistic activity of polarity complexes Crun1bstpar3tp01t;/ aPKC and Scribble/ 
Dise Large/Lgl finely positions adherens junctions (Yang •t al 2020). 

Mesenchymal cell characteristics: If epithelial cha.racœ1istics are well defined, me.senchymal cell properties and marken. are less clenr. Some 
migrato1y mesenchymal ce.lis may adopt a front-rear polruity and protrusions, yet not ail mesenchymal cells migra te. Likewise, some mesen­
chymal œlls may hlrn on markers such as N-Cadhei·in or the interme<liate fila.ment prote.in Vimentin, altho ugh dus is oot an absolute. mie (Ysmg 
et .il., 2020). For instance1 EMT occurs in flies, despite the absence of cytosolic intem1ediate filaments in thls species. 

as observed dw-ing mouse or chicken primitive streak (PS) fommti.on 
(Fig. lC' ). Indeed, basement membrane disruption, possibly driven by 
mattix metalloproteinases (MMPs) (Mogi ~llll Tovoi2lJJllJ, 2010) , occu1~ 
while PS cells are still integrated in the epithelium and prese,ve both 
their apico-basal polatity and their adherens junctions (1'ak..1yn ..i a.l.., 
20û8; Willi,uus et al, 2012). lnteœstingly, basal microtubule (MTI dy­
namics conu·îbute to BM disruption in chickens. MTs are anchored 
basally in epitl1elial cells through Ci.ASP proteins, MT plus-,,nd n·acking 
proteins, and Dysnuglycru\ a traosmembra.ne protein, which links 
exnaœllular matrix to tl1e cytoskeleton (!1;ak.1ya el :il., 2013). Dwing 
EMT, basal Mfs are desmbilised and this appears to be a p l"erequisite for 
BM d isruption. This destabilisation relies on GTPase RhoA down­
regulation. RhoA reduction leads to premature MT destabilisation and 
prenmture BM breakdown, while RhoA increase coïncides with the 
maintenance of basal MTs and BM (l\:akavn et al , 2000). Thus, both 
basal MT destabilisntion mediated by RhoA downregulation as we.11 as 
CI.ASP and Dystroglycan dissociation from the basal co1tex connibute to 
BM breal,down during chick gasnulation EMT. 

Exttncellular manix degrndation ha.s also been obse1ved in other 
EMT contexts such as newal crest cell (NCC) delamination for example, 
whei·e BM ren1odelling is a precocious process of de-,,pithelialisation 
( l',g. J D") (Pruk and 13urubinet. 2012). BM dismantling, as seen by 
Fibronectin and Laminin degradation, precedes NCC clelaminntion and 
occw·s prior to adhesion downregulation (Sclti.ffmachet eta!. 2018). BM 
dismnntling is mediated by enzymes such as MMPs from the ADAM (A 
Disinteg,in and Metalloproteinase) family (Gom1on et ,li , 20 J 3; AIIan­
Ja.1.i è't al., 2001). Concomitantly, the post-transJational downregulation 
of adhesion junctions reinforces BM dismantling. lndeed, Cadherin-6B 
(Cod6B) proteolytic products induce a localised increase in MMP2 ac­
tivity and furthei- degrndatioo of BM components, thus coupling the 

dismantling of apical adherens junctions with that of the BM (Schilf­
nuchei et al , 2U J B). Jntei·estingly, ectopie expression of Cod6B pro­
teolytic products induces precocious NCC de lanlination, suggesting that 
BM clismaniling mny be sufficient to trigger de.lamination in chicken. 

BM breakdown thus rep resents an in1portnnt feature of EMT both in 
the PS and NCCs. However, clifference.s exist in other systems. tn<leed, in 
Drosophila, basal extracellular man·ix has not yet been deposited when 
mesodetm and neuroblasts delanlinate, precluding the need for 
ren1odelling mechanisms. ln sea urchins, PMCs do not possess a basal 
lamina but atmch directly to the blastocoelic exn·acellular matrix (Chen 
et nl. 1992) and change thei.r adhetence towards exn·acellular matrix 
substrates (showi.ng more affinity for Fibronectin and less for Laminin in 
binding nssays) (Hei tzler and M,clay, }099) . Altogether, the level of 
sin1ilarities between species regarding BM dynanrics is still difficult to 
envision. 

22. Apical surfae,e reducti.on driven by apical constric ti.0,1 

To prepare their exit, the next step for cells starting the EMT process 
is to reduce their apical sw·face while maintaining theù· apical adhesiou 
in or<ler to maintain epitheliwn integrity. Coruistently, apical constric­
tion has been observed in most EMT models such as mesodeim invagi­
n ation in Drosophila, bottle œlls in the Xenopus blastopore lip, PS 
fomiation in mice and chickens, se.a urchin PMCs and SMCs (Lim 1.mJ 
Thie1y, 2012) as well as EMT-like models such as neuroblast delami­
nation in Drosophila and zebrafish hemt development (An et al , 2017; 
Stntœs er ,tl., 2017; Sta11Jt et ol. , 2014). Apical sutface reduction 
generally coincides with the acquisition of an elongated apical neck and 
a basal cell body, leading to the characteristic ·'bottle cell shape·· 
obseived dwing the early stages ofEMT (Wmklb:mei ruuJ Mullet , 20 r l ; 
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Solursh and Revel. l978; Amenuya. 1939; Ramkumar et ul., 2016; Krun 
et al, (99) ; Gelbart et al , 2012; Hashimoto and Nakatsuji, 1939). 

Pioneeiing work on Xenopus bottle œlls indicate that apical 
constriction is an intrinsic cell property, as shown by the apical smface 
re<luction of bottle cells culture<l ex vivo (Hardin and Kellei, l 968). 
Electron m..icrograph observations revealed that bottle cells present a 

fib,illar dense structure in their apex (Kuniar et al, 2020), which cor­
responds to the actomyosin cytoskeleton (Lee and HatlanJ, 2007). 
Actomyosin is a contractile sttucture compose.cl of actin filaments 
couple<l to myofilaments of non-muscular Myosin n (hereafter calle<l 
Myosin Il for sin1plification) whose activity is phosphorylation­
dependent (Lecult et al., 201 1). lt turns out that actomyosin drives 
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apical const:llction not only in XenopLLS bottle cells but ~o in most if not 
ail apical ronstriction mO<!els (Martin anJ Goldsteuc 20 l 4 ). 

The mechanisms driving apical constiiction have been particulruiy 
well charncterised for Drosophila mesoderm gasuulation. ln tlûs context, 
pulsatile contractioru. of a medio-apical actomyosin meshwork depend 
on the smnll GTPase Rhol, which regulates both Myosin li contmctility 
and F·nctin assembly. The pulsntile activity of the network is ensured by 
positive and negative regulation of Rho! by RhoGFJ' (Guanine nucleo· 
tide Exchange Factor) and RhoGAP (GTPase Activating Protein) proteins 
(for reviewsee(Ko and Mru tiJ4 :!020)). Moreover, coordination be.tween 
Myosin U stabHisation and actin filament polymerisation, involving the 
fmmin Diaphanous, is essential to stabilise cell shape dming pulsing 
( Mn!.On et ni, 20)3). For the contraction to beefficiently tmnsduced in 
cell shape changes, medioapicnl actin filaments need to be anchored to 
apical junctions, favouring apical smface reduction after Myosin U 

activation. Thus, actin cross-linking plays a crucial role dui-ing the 
constriction process and some key molecular regulators of junctional f­
actin anchoring such as PH -Specnin have recendy been identified 
(Klnege, et cl., 2020). 

ln the mesodem1, apical constJ:iction involves a se.lies of contraction­
stabilisation events leading to the stepwise reduction of apical sw·faœ in 
a ·•ratchet-like·· fashion. lnterestingly, apical constriction starts sto­
chru.tically in about 40% of mesodem1 cells before prop...'1gating to the 
other60%(Kamet~l, 19QJ; SwPeto11el "1. )991 ). Thisstochastic phase 
creates a mechanical signal that can be mim.icked either by mechan.ical 
deformntion of the ventral domain using n needle or by stochastic apical 
constJ.iction driven by nmgnetic nanoparticles (Miuossiliz et al , 2017; 
PowDe and Fall(t'. 2006) . Thus, the fü~t comnicting cells mechanically 
stin1ulate their neighbours, leading to the propagation of the ronsn·ic-­
tion wave to the whole mesoderm tenitmy, the global accumulation of 
Myosin Il and the invagination. These works nicely den10nsn·nte the 
non-autonomous impact of apically constlicting cells. 

Bath El\AT transcription factors Snail and Twist have specific func­
tions in the first stochastic phase and the serond propagative phase 
respectively. They also have specific function at the cellular level in the 
conn·action nnd stabilisation phases, respectively (MtUtln et ni., 20(}'}) . 

They regulate act:omyosin contractility through tl1e activation of their 
downsn·eam tm·gets, such as Mist (a G Protein-Coupled Reœptor or 

GPCR activated by Snail), Folded ga.strulatio11 and T48 (respectively n 
GPCR ligand and a n-ansmembrane protein activated by Twist) (l(o und 
Mmtiu. 2020; Martin et al. 2009; SawyeJ et ni., 2010; Manuing o.nd 
Rogt:-rs, 2014). Nevertheless, these transcription facton may not be 
in1plicated in eve1y EMT apicaJ constriction event. given that Snail and 
Twist RNAis do not affect apical sw·face reduction during neuroblast 
delan1ination (An et al., 2017; S;moeHt ni. 2017). ~, th.is mO<!el, apical 
consniction also goes through pulses but using a slightly different 
strntegy (An et al..2017; Struoes et ai. 2017). Delaminating neumblasts 
benefit from globaljunctional Myosin Il polruity, with Myosin li being 
eruiched nt evety adhereDS junction parallel to the dorsal-ventral (DV) 
a.xis. Nem·oblast apical constriction is therefore anisotropie, initially 
driven by the contraction of DV junctions (Sunoe, et al.. 20) 7). This 
requires the presence of the junction-actin linker Canoe as well as 
Myosin Il activity (Simoes e t t1L, 20 tn. Yet sw·pdsingly, strong 1·educ­
tion of the Myosin Il r egulatory light chain (spaghetti squash) by 90% of 
its nom1al expression level strongly delays but does not abolish new·o­

blast apico.l constriction, suggesting the existence of additional mecha­
nisms (S;mÔ,s,t ru, 2017). 

MT also play an essential role dw·ing apical consniction in sorne 
contexts. In Xenopus blastopore bottle cells, MT prove<l imp01tant for the 
n·ansport of recycling vesicles which accumulnte in tl1e apical neck of 
the cells. lmportantly, live imaging of wild type versus endocytosis­
deficient bottle cells show that the constriction rate becomes slower in 
the absence of endocytosis in a serond phase of apical constriction (Lee 
and Hw.l:m,l, 20)0). These expe1in1enls sn·ongly suggest a key role of 
endocytic vesicle tmnsport along MT in removing the excess of mem­
bmne dU1ing EMf apical surface reduction (Le,, and H01la111:l, :.roi 0). ln 

CdLs & Devcl"1ment J68 (2021) 203717 

addition, MT can also play n role in apical swface reduction through the 
apical localisation of P·actin and phosphmylated Myosin Il in these cells 
(Lee and Hntl..'Ul,l, 2007). Dwing Drosophila mesO<!enn invagination, 
experiments that disrupted MT dynamics or o rganisation cl.id not seem to 
affect apical constriction initiation, although they appeared nece.ssary to 
maintain actomyosin ancho1ing to adherens junc tions dming tissue 
invagination (Ko et ,tl .. 2019) . 

Thus, apical ronstriction is a dynam.ic process involving a range of 
acto.rs that have been well characterised in different EMT contexts. lt 
thus comtitutes an impo11.ant common early stepof EMr (seeFig 1 A', B' , 
C', E'), sometimes involving MI' and ves:icular trafficking, and always 
relying on actomyosin dynanrics, even if the dynanricc., behnviow· and 
subcellular distribution of this particubr machineiy vruies depending on 
the system studied. 

2.3. Nuclear repositiorling 

Another intrigui.ng observation, made in some EMT contexts~ is the 
early relocation of the nucleus in a more basal position. Pioneeiing work 
on cell shape analysis dwing Drosophila gastrulation shows that meso­
dem1 nuclei, initially apical before ventral fu.trow fomiation, undergo a 
basal 1-elocation when invagination begins O<am et ni., 199 ! ). Fw·ther 
analysis of apical consttiction rate and nucleus velocity have shown that 
both phenomena are sn·ongly correlated and that the volume above the 
nucleus is largely unchanged dming n ucleus relocation. These obset·· 
vations, togethe.r with oomputational modelling, suggest that the cyto­
plasm acts as un incompressible fluid which moves bnsnlly while apical 
consuiction proceeds and pushes the nucleus to the basal side of the cell, 
co11Sei-ving the volume above nucleus and n·iggering cell lengthening 
(Gelb,ut et ni., 2012). I l suggests that apical constriction drives nuclear 
relocation in the Drosophila mesodem1, showing that nudear basal 
location is an ear!y event in the ingressing proœss. 

Similarly, in avians, nucleus basal relocation appears to preœde NCC 
ingre.ssion. ln dus model however, it appears to be linke<l to the inte.r­
kinetic movement of the nucleus dming the cell cycle. ln the trunk, NCC 
delamination is facilitate<l by the passage into S-phase (Burstyn-Coheu 
o.otl Kakhe,m. 2002.), the phase of the œll cycle in which nuclei are 
located on the basal side of the pseudoepithelium. This is supported by 
the obseivation, using live inmging, tha.t 90% of delaminating NCCs 

have their nuclei locnted basally within the hour preceding their exit 
from the neural tube (Ahlst:rom and Enckson, 2009) . ln addition, a 

connection has been established between cell-cell adhesion and cell 
cycle regulation. lndeed, the expression of Cyclin-D1, which is essential 
for the G 1/ S transition of the cell cycle, is n~gulated on the one hand by 
Adaml 0-dependent degrndation of N-Cadherin (N-Cad) (Sbo,ol et al 
2007) and on the other band by rlle proteolysis cleavage prO<!ucts of 
Cad6B, which are n·anslocnted to the nucleus with ~-Catenin (Schiff. 
ni.,clw el al. 2016). lnterestingly, a link between cell cycle regulation 
and nuclear positioning may also exist in othe.r EMT contexts such as 
Xenopus bottle cell fo1mation which depends on cell cycle arrest (I(,uth, 
2005). 

Thus, depending on the context, nudear positioning would depend 
on apical con.striction or œll cycle .regulation in cells initiating EMT 
(Fii 1B' ,D'). 

3. To slùft or not to s hift cell polarity before leaving? That is the 
question 

Another in1po1tant cellular aspect of the transition to migmting 
mesenchymal cells is the loss of apico-basal polru;ty. lndeed, œll po­
larity is usually considered to be reset dming EMf in order to provide a 
new front-rear polarity associated with mesenchymal œll migratioIL 

Recent evidenœ pinpoints the impo1tance of apîco-basal polarity in 
maintaining the epithelial phenotype (Jung et al. 20 l 9 ). ln a surprising 
experiment, the key EMT-transcription factor SNAll, while sufficient to 
nigger RMT of 2D cell cultures, proved unable to n·igger EMT in 3D 
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cultures. This sn·ilting result was due to the instability of SNAll in 3D 
highly polarised œlls following phosphmylation by aPKC. Breaking 
apico-basal polarity may therefore be a critical event to potentiate EMT 
execution once a cell has started to engage on this path. ln addition, 
positive feedback loops might be nt play to potentiate EMT efficiency as 

EMT n·anscription factors repress key polarity genes. Examples include 
repression of Crwnbs (Crb) genes by Sua.il in MDCK œlls, or by the GATA 
transc1iption factor Serpent dtuing endode1.n1 formation in Drosophila 
(wt,item611 et al., 2000; Campbell et al.. 20 l l ). 

While the importance of polarity regulation highlighted abovecomes 
from the study of cells in culture, knowledge of polality dynamics has 
been gathered dming studies of developrnental EMT. ln Drosophila, 
following apical ronstriction, cells from the mesoderm domain form an 
internai tube while mesectodermal cells at the border of the invagi­
nating domaîn fuse to seal the ectode1n1. Cells in the mesodermal tube 
concomitantly Jose adhesion (E-Cadherin or .E-Cad, a-Catenin, P-Cat­
enin) and polarity (Baz/Par3) components in order to fom1 a mesen­
chymal mass that subsequencly resolves in a one-œll depth monolayer 
(Sun and Srathopoulo,. 2018; Weng ood Wleschmis, 2016). Altogether, 
during meso<lerm formation, pola1ity is lost subsequently to apical 
conSUiction (Fig 1B' ). However, it is not clearly esrablished whether 
this is suictly concomitant to or slightly precedes adhesion loss and 
d.isorganisation within the mesodermal tube. Charnctelising polarity 
dynan1ics at the single cell level in this mode! could help better under­
stand the relationship between adhesion and polarity. 

Tin1elapse analyses of developing zebrafish hea1ts has provided more 
direct insight into pol:uity dyruunics dw·ing an EMT-like process at the 
single cell level (Jinlenez-Anùlbu1u et "1., 2016). cardiomyocytes of the 
venn·icular chamber are polarised with an apicobasal-like polarity: 
a pical Zonula Occludeos-1 (ZO-1) intercellular junctions also accumu­
la te Crh (Jimene.z-Am.ilbtu-u :mJ SaunieJ 2019) and the apical surface is 
labeled by the Podocalyxin molecule, while the basal face sits on 
extracellular matr ix (the cardiac jelly). Some cardiomyocytes engage an 
EMT-like process to thicken the ventticular cardiac wall, a proœss called 
trabecu.lation. They fi.est consttict their apical surfaœ, which is accom­
panied by the fommtion of protmsions on more basal regions (Sta.t1Jt 
et ,-11., 2014; Junenn-Alllllbutu et al., 2016). Next, the apical marker 
Podocaxylin relocates ail around the œll membrane, indicating that a 
loss of polruity occurs before the ceil cletn.ches. Consistent with previous 
analysis dw·ing mouse PS formation, whe.re a·b2 loss of fWlction impairs 
RMT cell detachment (Ramkumnr ernl 2016), Crb2a appears necessruy 
for EMT-like events dw"ing trabeculation (Jimenez-Anùlh,uu o.od 
Struniet, 2019). Altogether, these studies show that polmity loss is not 
the first event of EMT in cardiac cells although it preœcles the phases of 
detachment and exit from the cardiomyocyte monolayer (see Fig. IE'). 

The shift between apico-basal and front-rear polaiity has also been 
characterised in the mou.se PS and shown to coincide with a reversa! of 
inn·acellular organelles. tndeed, ingressing cells relocate their apical 
ce.nn·osome so that the nucleus/centl:osorne axis initially pointing to the 
amniotic cavity is globally rever·sed in mese11chymal cells to point to­
wards tbe endode.imal layer (!.lurute et al. 2017). A sinùlar polruity 
rever"Sal is observed in mammmy gland 3D œll cultures in which EMT is 
triggered by TGF~. By using cell culture assays, centrosome reposition­
ing was shown to be clepe.nde.nt on Mf dynamics, since their stabilisation 
through Stathmin knockdown or taxol tt·eannent prevents centrosome 
polarity reversa!. ln addition, Par3b over·expression prevents centt·o­
some repositioning, suggesting n role of Par3 in this polality shift 
(Burnte et ni , 20] 7). 

Counterexan1ples, in which polarity is not or only paitially lost 
during EMT, also exist during development. For instance, a paitial loss of 
apically polarised adheœosjW1ctioos (Cad6B, ~-Catenin), tightjuoctions 
(Z0-1) and polarity proteins (Par3, aPKC or Crb oomplex), which 
become more lateral prior to delamination, indicate that chicken NCCs 
remodel their apico-basal polruity, albeit not completely (L"" et ~I . 
2013; Park and Gumbwe,, 2010). Coherent with a partial loss of po­
laiity, live imaging shows th.nt centrosome apical positioni.ng is 
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maintained even a.fter apical detachment in NCCs (Ahlsoon1 :uiJ 
Enc.kson. 2009), in contrnst to the situation in n10use PS cells (Bumœ 
et ttl., 2017). ln a sinillar way, fly neuroblasts do not lose their apico­
basal polarity while delan1inating: Baz/1'ar3 and its prutner Par6 
remain segregated in the .. trailing e<lge'" originating from the apical 
region (Scbobe1 d al., 1999; J>eoonc-zkt ru,J Knoblid1, 2001). Thus, n 
complete shift of pola.Iity does not seem to be a necessruy step for 
delmnination, although it could facilitate subsequent migration. 

4. Time to let go: cell detachment from the apical surface 

At sorue point, cells undergoing EMT have to leave the epithelial 
sheet To avoid altering the integ1ity of the epithelium, they have to 
finely regulate their aclhesive properties. A key step in this adhesion loss 
is the down-regulation of Cadherins and in particular of the major 
component of the adherens junctions, E-Cad (Le Bro.s et ni., 2012). For 
example, in mice, the apical pola.rity protein C1U2 promotes PS cell 
ingression by controlli.ng E-Cad localisation and apical detachment 
during EMT (Rnml..umm et al , :>.ill6). We focused here on tl1e mode! 
systems in which apical detachrnent has been thoroughly characterised 
at the cellular level, in pruticular NCCs delanrination in chicken and 
mesodem1 invagination in Drosoplù.la. 

4.1. Segregation from the neighbouring neural cells: molecular 
wulerstandi,ig of adhesion regulation at the tissue level 

ln Nec EMT, cell-eell adhesion strength decreases through the 
regulation of Cadher-i.n expre~ion, eithe.r type I Cadherins such as N-Cad 
or E-Cad, or type li Cadherins such as Cad6 (Cad6B in chickens, Cad6 in 
zebrafish), Cadhelin-7 and Cadherin-11 (TaneyJùll and Schtllinacher, 
2017; Sdli.ffmad1ei et al .. 2014; Coles et al, 2007). Dtuingnew·ulation, 
NCC progenitors which have partially lost E-Cad have first to be s01ted 
and amassed tluough eru·ly Cad6B expression within the premigrat01y 
NCC population (Co les et al. 2007; N11kngnwa and T:,keichi, 1995; Dndy 
crnd Dubaod, 2017). Sinœ Cad6B preferentially fonns homophilic in­
teractions and does not fonn heter·ophilic interactions with N-Cad, its 
expression could help tl1e initial segregation of the neural crest domain 
from the rest of the neural tube that is positive for N-Cad (Nak .. "'8awn o.nJ 
T«k,,ichi, 1995; DaJy and Dub.mù, 20]7; 1"::wig8wn and Talœ,chi, 
1998). Then, as EMT is initiated, Cad6B is mpidly down-regulated 
nnnscriptionnlly, within two houl"'S, by transcliption factor Snail2 
(ToneylüU et 81., 2007). Other studies suggest that, in addition to tran­

scriptionalregulation, the timing of NCC delami.nation is also defined by 
post-trnnscriptional regulation of Cad6B activity (Fau-chi.W MJ Gam­
mill. 2013). Cad6B repression (eitber tmnscliptionally or post· 
transcriptionally) has thus been proposed to be a major triggeiing 
eve11t at the onset of EMT adhesion 11.1pture. 

4.2. CeU adhesio11 01id contractility: insights from si11gle cell resoluJ:ion in 
living tissues 

A<lvnnces in imaging~ from early electron nùcrographs to more 
recent microscopy of living cells, have alJowed for .improved charac­
tedsation of cell be.havi.ors dwing NCQ; deL.1mination. These break­
throughs have been insnumental in characte.tising the dynamics of 
apical detachment of delaminating cells. Of note, before detaching NCCs 
beoome stroogly elongated botùe-shaped cells with a tiny apex sug­
gesting that apical oonsn·iction has taken place eruliei·. 

Studies in either zebrafish crnnial NCCs or chick trllilk NCCs (from 
cultured trunk slices) have provide<lnove! insight into EMT mechanisms 
(Ahlstrom :md EJicl-.,on, 21J09; Clay anJ Hallo,,m, 2014; clny aru:I Hnl­
loran. 2013). Using 4D confocal imaging in ch.ickens, it has been shown 
that œll detachment and exit from the neural tube can occur either by a 
disruption of cell adhesion or by mechanical rupture of the ce!! body, 
leaving the apical domain behind with its intact adhesi.on complexes 
(Ablsrrom and Encl<.son, 2009). This obset"\'!ltion indicates that both cell 
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adhesion shift and cell uuction forœs coulcl be involved in apical 
detachment. This work further shows that the dowmegulation of 
adherens junction com(X>nents is not necessarily a prerequisite for 
delamination. lnterestingly, apical abscis.sion has also been well 
descr·ibed in newborn neuroru, which detach from the apical lwnen 
before migrating within the nelll'al tube. This process looks sinùlar to 
EMT since it requires adherens junction clisassembly (N-Cad down­
regulation) and loss of apical complex prnteins and might be regulated 
by transc,iption factors related to the Snail fomily (D:is ond Sto,ey. 
2014). Using live and super resolution imaging in cb.icken and mouse 
neLrral tubes, the authors fowid that actomyosin contraction and MT 
reorganisation are bath required for apical abscission and subseq_uent 
detachment (Kns1otJlis et al., 20 17). Indeed, they observed that, as 
newbom new·ons delanrinated, the actin cable consn·icted apically and 
the MT condensecl, fomllilg a twinel th..'lt allowed the centrosome to 
move basally and the cell to detach (Kasioulis ernl., 2017). Fwthem1ore, 
centrosome disruption using CAU (chmmophore-assisted light inacti­
vation, a protein inactivation method mediated by light) decreased the 
incidence of delamination, suggesting that new MT generated by this 
organelle are required for apical detachment 0"1.'lioulis et cl. 20 ( 7). 

ln zebrafish, apical detachment depends on initial maintenance of 
apical adhesion component Ca<l6 dming the initial steps of NCC EMJ'. 
Cad6 and the GTPase-activating protein Arhgapl (a Rho GTPase inac­
tivator) both regulate Rho localisation and activation to apical areas and 
are necessa1y for apical detachment (Clny and Hnlhmn, 2014; Ùll\' anJ 
Hallman, 2013). This suggests that apical actomyosin contractility may 
cont:ribute to the tract.ion forcerequired for apical detachment(Clay 11nd 
Hru.lotau, 2014). Accordingly, inhibition of Rho, ROCK (Rho-associated 
protein kinase) or Myosin Il disn,pts apical detachment and NCC EMT 
(Clny nnd H,illomn .2013). Cad6 also regulates apical actomyosin 
contractility by promoting stable F-actin apical accumulation (Clay and 
Hnllorall, 2014). Sinùla.rly, in chic ken NCCs, Cad6B dependent regula­
tion of apical F-actin dynanlics through LJMK] /Cofilin nlight also 
conn·ibute to apical cytoskeleton remodelling (Pa,k u.nd <iumbiner, 
2012). Altogether, these data obtained in chicken and zebmfish NCCs 
show that apical detachment, which is a crucial step requfred for EMT 
(Fig. 1D'), requires the collaboration between apical adhesion compo-­
nents and actomyosin contrnctility. They fw·ther- suggest that apical 
actomyosin dependent conuuctility conuibutes to the generation of a 
u-action force required for apicul detachment. 

4.3. Protecti11g jw1ctio11 dismantli11g by forces 

lnterestingly, regulation of tension applied to adherens junctions cnn 
also modulate their disassen1bly. As mentioned above, fly mesoderm 
formation is {.'O()nlinatecl by transaiption factors Snail and Twist. Snail 
is a repressor of E-Cad in man1malian cells (Bmlle et al,, 2000; Cano 
et al., 2000; P,.mado et al .. 2004), as well as in llies (OJa P( al , ] 993). 
However, E-Cad junctions persist until all mesodermal cells are intem­
alised, indicating that a protective mechanism is at play at the post· 
translational level (Weng nnd Wieochalls, 2016; Oda et al., J9'l0). 
lnterestingly, Myosin 11-<lependent tension applied to junctions was 
found to maintain thei.r integrity. !ndeed, Myosi11 ll knockdown leads to 
precocious loss of E-Cad jwictional localisation. Moreover, on dorsal 
regions of the fly embiyo where junctional tension is low, ectopie 

expression of Snail tiiggers E-Cad loss from the apical domain. However, 
Saail no longer promotes dorsal E-Cad <lepletion when Myosin Il activity 
is concomitantly increased (Weng and \\liescl111us, 2016). Therefore, 
tension protects E-Cad junctions from prec.ocious dismantling that 
would otherwise accele1·ate EMf and perturb invagination. The current 
challenge is now to undentand how tension mecliates titis protective 
effect on junctions. 

Altogether these obse1vations reveal that if cell-œll adhesion 
dismantling is generally described as an essential step in EMT, questions 
remain as ta how it is regulated and integrated with the other œllulru 
events occu1ring throughout the process. First, since apical constriction 
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requires the coupling of uctomyosin netwmks between adjacent cells 
through adherent complexes, adhesions have to be maintnined while 
cells constrict their apex. Thus, cell adhesion reduction is tightly regu­
lnted in tin1e, and does not occ,u· du1ing the vety first steps of the EMT 
process. Purthermore, adhesion dismnntling is not a manclatory featw·e 
of EMT, since some cells can detach apically through apical abscission 
(see Fig. t D·). Therefore, E-Cad loss, seen as a mandat01y step of EMT, 
may not be lost in some EMT cases. Supporting this, fly endode.rmal cells 
that undergo EMT under the GATA factor Serpent, keep spots of E-Cad 
t:ha.t p roved necessruy for subsequent collective migration (C-unpbeU 
11nJ Casnnovn, 2015). Thus, œll-cell adhesion regulation dwing EMT 
appean n10re complex than previously anticipated and man y sucœ5,5fül 
strntegies for apical detachment appe.ar to be at play depending on the 
organisms considerecl. 

S. Painting out: protrusion dynanlÎcs during EMT 

Another impmt.ant aspect in delaminating cell dynamics is the for­
mation of cellular prouusions. These local extensions of cell membrane 
can be either blebs which con·espond to round membrane protrusions, 
or long and thin filopodia, or else bulbous protruding domains known as 
lan1ellipodiu/ pseudopodia. These protrusions, for instance found in 
zebrafish cardiomyocytes or in sea urchin PMCs and SMCs (StauJt et al 1 

2014; Mille, el ul., J9<l5) arerecognised by their shape, which usually 
specifies the type of actin network organisation at play, as detailed 
below. Here we focus on NCCs in which the role of different types of 
prou11sions in the delamination process bas been better characterised. 

Blebs m·e often considered to be assocfate<l with apoptosis. However, 
blebs are also frequently obseived dwing cell nligration and cancer cell 
invasion (F~ckJer a.où Gross€', 2008). During Nec delanllilntion, mem­
brane blebbing occurs prior to the fommtion of other protrusion types 
(Ahlstrom nrul Eru:kson, 20I)(); B<;,·ndt et al., 2008). ln particular, live 
confocal inmgi.ng of zebrafish NCCs has revealed that after apical 
detachment, t,·ansient blebs an, observed at the basal sutface of NCCs. 
Severa! studies of bleb dynamics suggest that, while bleb extension does 
not requll"e ac.tin polymeiisation, bleb reu·nction resuks from polymei·­
isation of actin filaments beneath the bleb cortex and of subsequent 
corte.x contraction ( Fnt.kle1 aud Grosse. 2008; Cban~s nnù Pn1uch 2008; 
J>aluch and Raz, 2013). Accordingly, inhibition of Myosin ll or ROCK 
pertw·bs Nec blebbing, reducing bleb dynamics and preventing bleb 
retrnction (BemJt et ni., 2003) . This blebbing perturbation coincides 
with defects in delamination (Be,ndt et ol , 200IJ), suggesting that 
blebbing might be a potential actomyosin based force helping NCC 
expulsion f01m the epithelial layer. However, inhibiting Myosin U 
conu·actility may affect other forces generated in NCCs, such as d1ose 
exerted on apical detachment (Clay and Halloran, 2013). 

fmthermore, men1brane blebs have been shown to reduce cell-eell 
adhesion in culturecl cells, suggesting that mechanical changes associ­
ated with bleb prot.rusioru. promote cell-cell detnchment (Gannetmo.nn 
et al. 2015). Consistently, inte,·cellular blebbing bas been obse1ved in 
the newtù tube and occurs as soon as loss of contact between NCCs is 
visible within the dorsal ectodem1 (Bem<lt et al, 2008). This suggests 
that, on top of the basal blebbing desc1ibed above, intercellular blebbing 
may help NCCs detach from their neighborn,. ln conclusion, blebbing is 
a prominent cell bebaviour associated with the first steps of NCC EMT, 
with bleb dynanucs relying on actomyosin contractility and potentially 
involved in the regulation of cell-cell a<lhesion and/ or cell expulsion 
from the epithelial layer. 

The blebbing stage is followed by the extension of lamellipodia and 
filopodia prott·usions and the n·anslocation of the cell body out of the 
neural tube (Clov anJ Hnllor:m, 2014; Clnr anJ ttaUoran. 2013; B,mdt 
et al., 2008; Hallomn nml Bernùt, 2003; Enck,on and P..-rris, 1993; 
Sovngne, , 2010; Sovagne,, 2001; Tb,eiy ,uul Sleeman, 2006) . Many 
studies clen10nstrnte a role of lamellipodia in NCC nligration. Although 
migi-ati.on is out of the scope of this review which c.oncems mostly the 
pre-migrat01y stage, we find interesting to mention that the dîfferent 



 

204 
 

M. Pont-Noguem et al 

protiusions formed during NCC EMT have specific functions in either 
NCC delamination or migration. Thus, the fommtion of blebs appeau; 
specifically required for delamination while lamellipodia and filopodia 
play a specific role in migration. Reducing Racl and consequently 
re<lucing lamellipodia extensions affects NCCs migration while delami­

nation still occw"S. Titis indicates that these protrusive extensions are 
only required to generate a m..igratory force in NCCs. Conversely, acti­
vation ofRacl in NCCs (via Rhodownregulation) generates lamellipodia 
and cell rnovernent (Shov,.I and K<ild,eim, 2012). Consistently, in Xe11· 
opus, NCC mutants for Csdl 1 analysed by live inrnging appear bloclœd in 
the blebbing stage, fail to fonn lamellipodia and Jose migratory ability 
(K:nhef et al, :l.00'1). Finally, upon exit frorn theneU1oepithelium, NCCs 
adopta. new front-rear polruity to leave the epithelium and migrate. 

Polarised RhoA activity, with no activity at the front and hlgh activity ot 
the back, dete.rmines NCC directional delamination and migration (liu 
et 11! 2ù l 7). The studies described above focused on single cell 
beh..1.vioW'. However, NCCs can also present a supra--cellula.r organisa­
tion during oollective migration in XenDpu.s (Shellanl ~t al 2018). 
lnterestingly, this collective organisation bas been ohserved at different 
Jevels including cell polarity, mechanical forces and flow gene.rntion. 

Altogether, these studies reveal that diffeœnt types of protrnsions 
play specific functions during NCC delamination and subsequent 
migration (see Fig J ff ). Wlùle the role of prouusions in œll migration is 
well chruncterised, the role ofblebbing in eady steps of cell ingl'ess..ion is 
less understood. lt will be interesting in the futw·e to detenuine if 
blebbing plays arole specifically in NCCs or whether it occurs in other 
EMT rnodels and actively pa1ticipates in the stepwise progression from 
the epithelial to mesenchymal state. 

6. Forcing th e way out: api co-basal contractile activity of 
ingressing ceJls 

Recently, an intriguing ndditional characteristic of EMT cell.s came 
into light: their property to generate forces in the depth of the epithe· 
lium, in other words to generate apico-basal forœs. This bas been 
characte1ised dllling the invagination of the Drosophila mesodeim, but 
observations in other moclel organisms suggest th.nt it oould ben more 
widespread propetty. 

Apical consttiction bas long been considered as the driving force of 
Drosophila mesoderm invagination (Mru1io et al. 2ù09). Yet, infei-ence 
force nticroscopy, an image ana.lysis method that predicts forces based 
on œl1 shape, hinte<l at the possible presence of an aclditional compo­
nent necessary for tissue invagination, and suggested the existenœ of an 
apico-basal force (Brot..Ua.nd e-t o.1. 1û 10). More recently, evidenœ for 
apico-basa.l pulling forces in cells struting the EMT proœss was providecl 
( G, IJCta et al.. 2019; Joha und RaUZl, 20ZI ). This u-action force is 
gene.rated through the formation of n·ansient apico-baçal sn·uctures of 

Myosin Il that extend from the apical smface to the middle of meso­
demtal cells (Gmna et ni, 2019). Of note, this snuctw·e or "cablé' does 
not appear synchronously in ail mesodermal cells and is rather fom1ed in 
cells that are more advanced in the apical constriction process. However. 
the number of cables f01n1ecl during the invagination process suggests 
that eveiy cell from the mesoderm tenitory end up fonning an apico­
basal cable at some point during invagination. Laser ablation expeii­
ments reveal that these structures are highly contractile and exert an 
apico-basal pulling force, thus creating an inward force ail along the 
invagination process. ln an inducible EMT system basecl on ectopie 
expression of Snail in small groups of cells in Drosophila iniaginal dises, 
sintilar structures have been ohse1ved in ingressing cells at the end of 
their apical consn·iction. lnterestingly, a def01mntion of the apical sw·­

foce of the epithelium has been obse1ved at tl1e tin1e of cable contrac­
tion, indicative here again of n pulling force exerted by EMT cells. A 
second study reported the presence of adhesion-like structures enriched 
in adherens junction components and Myosin li, a few micrometers 
below the canonical adhei·ens junctions (John .ulll RauZJ, 2021 ). Such 
structures3 which are de.pendent on Snail activity, are a ssocfatecl with 

Cell.s & De.vclopmc11t 168 (2021) 203717 

incn~asecl lateral tension. Thus, the generation of an apico-basal force is 
a comrnon feature of cells undergoing ™T i.n the mesocle.in1 and in 
ectopically induced EMT in imaginai dises. 

Could this apico-basal contractility be a more specific feanu-e of EMT 
cells? A similnr contractile, pulsa.tory behaviour had been previously 

ohserved by tin1elapse inrnging in ingressing sea w·chin PMCs that de­
creases when œlls have left the epithelia.l sheet (Ki.nno.nc.leJ anJ Gtt~­
tllfsou, J960) . These results suggest that the pulsatile activity of PMCs 
could participate in cell exiting from the epithelium. lt was fw·thec 
obsetved that PMCs, when adopting a bottle sbape, accumulate P·actin 
ù1 their nn.rrow apical neck region1 consistent with the contt·actile 
propet·ties of these cells (NnkiiJiOIO and Bui ke, J 99b). 

ln vertebrates, œlls undergoing EMT early during embryogenesis 
also appear to bear apico-basal co11trnctile activity. ln ch.icken, scattered 
cell ingressions have been obseived 6 to 15h before PS formation. These 
sporadic ingressions aœ first visible by local deformation of the apical 
sw·faœ of the epiblast, which coincides with apically consuicted cells 
swwunded by a rosette of neighbouring cells (B,mcroft and Bellain, 
1974; Vo1c11Je:-;eu N nl.. 20]Lt). These deformations are reminiscent of 
those createcl by apiro-basal forces associnted with cell clelam.ination in 
fly inrnginal tissues (fli;irm ~, al 'lJ) 19). b1deed, they an, present before 
and dming PS fonnation, and ine1·ease in width and depth with tiine 
(Vo,mle:icu et nt 201 4), suggesting an active pu.lling force genei·ated by 
ingre.ssing cells. Moreover, live imaging experin1ents in the n10use PS 

also suggest the existence of an apico-basal force in ingressing œlls. 
Jndeed, Crb2 1 PS mutant cells adopt a bottle shape, like the ir wild­
type counterparts, but fail to w:idergo apical detachrnent. lnterest­
ingly, their basal body eventually moves backup more apically (at the 
tin1e when wild· type cells detach), suggesting that the apical neck is 
conm1ctile and that an apico-basal conn·actility of PS ingressing cells 
could partic.ipate in apical detachment (Raml,omrn et al , 2016) . This 
contractile activity is reminiscent of the apical detaclunent mechanism 
observed in NCCs, which includes actin apical accumulation and apical 
rupture (Ahlstrom anJ Eurk,on, 2009; CL.1y and HalJouut. 2014). 

Altogether, these data reveal the highly dynamic behaviour of cells 
undergoing EMT when leaving the epithelial sheet, nnd this apperu"S to 
be conserved during evolution. lt also strongly suggests that while such 
cells are still attached to their neighbow·s, they can exert pulling forces 
which may eventually mechauically impact their environment (see part 
7). 

7. A dynamic dia.log: interplay between EMT cells and the 
surrounding tissue 

EMT is frequencly associated with tissue shnpe remodelling. lndeedf 
in most of the EMT moclels described in this review, a strong spatio­
temporal conelation between EMT and tissue invagination is 
observed, with EMT stmting just ptior to tissue remodelling. For 
exan1ple, the first signs of PMC ingression in the sea urchin prececle the 
fi.1"St signs of invagination, the same is n-ue for chic.ken and mouse PS 
fonuation, mesoderm invagination in Drosophila and bottle cell invagi­
nation in Xenopus. EMT could also affect some aspects of cardiac 
morphogenesis sin ce vertebrnte hea1t looping has been proposed to be a 
consequence of asymmettic œll movements and forces caused by a 
differential left/right EMT pattern (CICann ~t :,.] , 2017}. This sn·ongly 
suggests that the behaviour or properties of EMT cells can actively 
pru'ticipate in the remodelling of the swTounc1ing tissue. 

Dw-ing chic ken gastrulation, the notion of a non-autonomous impact 
of EMT cells came from the observation that ingression rate increases in 
the proximity of the futw·e PS teITitory, suggesting th.at cells that ha ve 
afready ingressed ntay favour ingression of theil· neighbours (Vo,cule<eu 
et ni , 20 J 4 ). To test this, Voilescu and c.olleagues grnfted small groups of 
recently ingressed cells from the posterior early PS of quail embtyos, 
under the epiblast of pre-PS stage chicken embryos. The grafted cells 
induced the expression of PS markers in the adjacentepibla:st within 4 h 
and this was followed by massive ingression. After 14 h, a second host· 
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deiived st1"'1k had developed at the graft site, wheie grafted cells had 
delaminate<l and migrnted away. ln ronn·ol experiments, when a similar 
graft was made using cells that had ingressed long before, no such in· 
duction occwi·ed. While in tlus tissue, the underlying mechanism re­
mains unlmown., this experiment clearly demonstrates the inductive 
capacity of reœntly ingressed cells. 

The non-autonomous effect of EMT was also observed dwing sea 
mchin gasoulation. Fü,t, PMC bottlecells appear in a ring encirdingthe 
central cells from the vegetal pole. lnterestingly, the deepest point of 
invagination of the funire archenteron cmresponds to the location of 
bottle cells and the ablation of a large portion of bottle cells delays 
invagination, while ablation of the neighboUiing tissue does not affect 
invagination (Kunberlr and Hardin, 1998) . ln a second step, SMCs 
ingress from the tip of the forming archenteron. SMCs fom1 particula.iiy 
long and very active filopodia (extending to more than 80 iun) ( !\,·hl.lei 
et al. l 99!>). crossing the whole cavity of the embryo to contact the 
ectoderm at the animal pole (Fig J A' ) (Kinnruider o.nd Gllsl.1fson, 1960; 
Dan nnd Okoz.,ki, 1956). The existence of pulling forces geneinted by 
SMC filopodia was unravelled by drng treatment that selectively de­
tached filopodia from the ectodei,u, and by lasei· ablation of filopodia. 
Both types of cream1ents impaired archenteron fonnation (Sp,egel ond 
B11rge1 , 198;!; Hw dm, J'lG8) . Altogetl1er, these works constitute tl1e 
proof of a direct in1pact of cells undergoing EMT on the invagination of 
neighbouring tissue, and support the idea that the impact could be 
mechanic. 

More recendy, mechanical impact of cells undei-going EMT on the 
swTounding tissue has been characterised during Drosophila mesoderm 
invagination (Grncia et ni 2019; Jolu1 und Rau2.1. 2.021). As mentioned 
above, following apical constliction, mesodem1 cells form an apico­
basal so1..1ctw·e of Myosin ll and genernte an inward traction force. 
Since these contl:actile structw·es are firs t visible at the onset of invag­
ination, it was tempting to speculate that npico-basal forœs coukl 
partidpate in invagination progression. Using laser abladon nt the tissue 
scale, it was shown that apical constriction alone was not sufficient for 
tissue ingression and tlmt absence of npico-basa.l n·action prevented 

tissue invagination (Gr.icon et al , 2019). Accordingly, Joss of lateml 
contrnctility achieved duough locnl inhibition of Rho tlnuugh opto­
genetics also impaiŒ initiation of mesode1n1 invagination (John snd. 
Ro1,zi, 2021). Complen1entatily, ectopie EMT induced in a naive 
epithelial tissue was sufficient ta induœ ectopie tissue folding. Those 
results are suppotted by biophysical modelling that recapitulates indi­
vidual cell behaviour in a vi.rtual en1bryo (Gracia et al., 2019). ln this 
theoretical model, the presence of an apico-basal tmction force i.s a 
prerequisite for tissue invagination. Hence, combined in silico and 
experin1ent.-ù data strongly suggest that cells initiating their EMT pro· 
cess can mechanically contribute ta tissue invagination (Gmcit1 et al. 
2019; John und Rnuz,, 2021). 

Altogether, these data highlight that ingressing cells, while initiating 
their progressive trnnsfo1n1ation from e pithelial to mesenchymal, are 
ab1e to communicate with their SU1ToW1dings and influence them. 
Because EMT cells initially conserve strong cell-<:ell adhesion and can be 
highly contractile, tl1ey can exert a pulling force on the neighbouring 
tissue. lt will be i.nteresting in the future to test if mechanical conunu­

nication is a geneml featw·e of EMT or if it is only at play in patticular 
cellular or tissue rontexts. 

While above we consider how EMT cells can influence their neigb­
bours, it is equally in1portant ta consider how the tissue envi.ronment, 
and in patticular its mechanical properties, ca.n also modula.te various 
parameters of the EMT ptoœss. A first insight into the mechanical in­
fluenœ of su1Tounding tissues on cell ingression came from work iu 
Xeuopus in which bott:le cell regions were isolated and cultured ex vivo 
on a non-ndhe.rent substrntum (Ha,din and !(elle, l 9$8). Under d1ese 
conditions, the normally highly anisotropie apical coru.triction became 
barely anisotropie, while the charactedstic apico-ba.sal elongation of 
bottle cells was lost, leading to relatively spherical cells. This indicates 
th.nt apical cell neck elongntion, now ronsidered a chamcteristi.c of 
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ingressing cells, likely depends on mechan.ical and geomet1ic propeities 
of adjacent tissue. Tissue medu:ullcs can also oonttol EMT efficiency. ln 
Drosophila emb1yos, the junctional tension in1posed by neighbouring 
cells is important for neuroblast delnmination kinetics (Si.n10d t't al 
2017). for irut.'lnc.e, if junctions between a nelllnblast and its non­
ingressing neighbow-s are quickly released by laser ablation, neuro­
blast apical constriction speed increases. Therefore, new·oblnst apical 
consniction is slowed clown by the tension bon1e by the neighboUI-s· 
jwictions. ln Xenopus, the onset of NCC delami.nation depends upon the 
compaction and consequently the stiffening of the uuderlying mesodeim 
(B:iniga et al , 201 8) . This change in mesode.rm mechanical propeity 
might act in the neighbow·ing neural tissue as a teu1poi-nl switch to 
trigger F.l\lfT, presumably because a stiff substrate leads to concomitant 
E-Cad .reduction and N-Gad inc.rease. Finally, tissue topography can also 
affect the rate of delamination in the zebrafish herut: proliferation­
induced crowding causes more cardiomyocytes to delarninate and 
fonn the trabecular layer, while reducing proliferation limits delami­
nati01L ln the latter case, creating heterogeneities in tissue teruion 
through the generation of mosaic tissues with cells under more tension 
(e.g. through expression of a constitutive active Myosin 10 rescues 
delamination defects (Pnva er al., 2020). They also suggest that 
epithelial mechanical properties could play an important function, still 
mosdy unknown, in the regulation of cell exit from e pithelia, as shown 
in conœxts of cell extrusion (P11,ra i"l t1L, 2020; ~-o,--er ~t ..i.l, 2016; 
Eü1~nhoffe1 et .-1.l.1 2012). Together, the.se reports demonstrate that me­
chanica.l constraints of the environment CM influence multiple aspects 
ofEMT, controlling 3D cell shape and ingression kinetics as well as the 
timing and number of EMT events. 

8. Simply reversing EMf into ME17 

As mentioned above, EMT is a reversible process, and mesenchymal 
cells can undergo mesenchymal-epithelial tmnsition (MET) to acquire 
an epithelial state. This suggests that the cellular steps ofEMT and MET 
could just mil.Tor ench other, for exampJe the loss vs acquisition of cell 
polruity or loss vs creatioo of cellular jwictions. However, the detailed 
chronological steps of MIIT remain largely unknown. 

lnterestingly, the study of radial intercalation of multiciliated cells 
(MCCs) in theXenopus epidermis provides insights into some steps of the 
MET proœss, especially apical swface en1ergence, revealing th.nt .some 
key regulators are rommo.n between EMT and MET. The polnrity Par 
complex is requù·ed for the apical localisation of cenoioles in MCC cells. 
l talso recnlÎts CLAMP protein apically, which stabilises MT in the apical 
tip of intercalating cells, which could in tw·n provide structuml rigidity 
(Wernei et <Ù., 2014). The numbei of apical cennfoles can affect the 
tinûng of MCC apical inseition by promoting their protn.1sive behaviour 
(Collins et al 2020). The Par complex could also help set up apical 
junctions. Indeed. in cell culture, component.s of adherens junct:ions (a­
or P·Gatenin) an, recruited to Nectin-based cell-<:ell ndhesions through 
the Afadin protein (To.dûbano et ol., 2000). lnterestingly, Nectin eau 
bind ta œll polarity proteins like Par3, linking ndhesion formation to cell 
polarity est:tblishment (To.lsefou11 et al, 2003). This mirrors EMT in 
which adhesion loss is usually assocfo.ted with polarity loss. After this 
first step of insertion, MCCs need ta expand their apic.nl swface. Laser 
ablation expe1iments have shown that the emergence on an apical sur­

face in inseiting MCCs is chiven cell-autonomously by forces intrinsic to 
the inserting cell. ln fact this pushing force is provided by 2D pressure in 
the apical swfaœ and exeited by an apical actin network assembly 
(Seilzinslu et o.!. , 20Jli). At the molecular level, this MET step would 
slightly differ from EMT, as it would not rely on Myosin li activity. 

Altogether, the cellular mechanisms occur1ing in epitl1elializing cells 
described above support the notion of mù.Tored steps between FMT and 
MET. Yet, given the complexity of both cellular proœsses, we can 
speculate that some specific mechanisms might differentiate thein. ln 
fact, the interaction between the cells engaged in EMT or MEf and their 
environment could potentially be n big diffei·ence becween both 
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The fi8"w·c recapituljtcs the diffcrent FMT exccution phases. Poe cach step, spccics in which thcse h..-i\o·e bccn obseivcd are mentioned. BM: B~cment Memb1'alle, 

processes. This diff erential cellular dialog with the environ01ent in FMT 
and MET oould give lise to some potential non-nutonomous effects 
specific to each process, so the sequence of EMT dynamics might not be 
strictly reversible to desctibe MET dynamics. 

9 . Discussion 

9. J. Organising fraone11t:ed ù1fommtiDn from multiple developmental 
contexts 

Our vision of EMT has changed over the past decade. EMT is now 
described as a se.Lies of progressive changes rather than a binary switch 
between epithelial and mesenchymal states (Niera et al, 20Jb). The 
progressive aspect of EMT is often defined by the existence of cells 
expressing differe.nt sets of epithelial and mese.nchynm.1 markers (Pns­

tltshenho et al 20W), while the corresponding cellular sequenœ is 
poorly cha.rncte.i-ised. Focusing on EMT celluL.'l.r dynanllcs in vm·ious 
developme.nta.1 processes has be.en instrumental in decipheiing the 
cellular modifications occuning in 3D, from the veiy first steps of the 
EMT process to sucœsshù cell ingression and exit from the epithelial 
layer of origin. The interaction of an ingressing cell with its swround­
ings, including the mechanical constraint due to the sha.pe of the tissue 
and its environment, is only possible in integrated systems1 reminding 
the importance of studying developmental EMT models. Although each 
development.rrl rontext has its own specificities (shape of the cells, 
stJ.1.1ctw-e of the epitheliw111 associated wid1 tissue defom1a tion or not, 
fol!owed by migration or not), and although the pathways regulating the 
successive steps of EMT may vmy from one to the other, here we reca­
pitulated our current knowledge on El\lIT cellular dynamics and me­
chanics in mde.r to propose a global and sequential view of the EMT 
process as a temporal puzzle (fig 2). Of note, we still do not know 
whethe.r the sucœssive steps described here are found in every single 
model or if only a subset con-esponds to genernl fenhues. This reveals 
however that on top of BM remodelling, apical constriction and ce.il 
detachment, that fil'e frequently described, additional EMT cell charnc­
teristics have been obsetve<l in severaJ oontexts and have been often 
ove.rlooked in others. ln this view, the contractile activity of EMT cells 
way before their de.lamination from the epithelial sheet deseives to be 
highlighted. 

10 

9.2. Understmiding developmental FMI' dynmnics to understand 
metastasis 

Beyond development, EMT is also a process involved in the forma­
tion of tumour metasrasis. Although in vin:ostudies have been impo1tant 
to identify molecular marke1~ ofEMT, they nmy havemissed important 
playet~ of the ingressing process since the.y could not recapitldate the 
stepwise progres.sion of this process, in particular the interaction with 
the sunounding tissue while the cell exits the epithelial sheet. Analysing 
EMT dynamîcs and mechanics in developmental conte..-xts has be.en 
instrumental in identifying important cellular aspect in a 3D nahmÙ 
envimnment and to consîder ce.11 behaviour diversity, including the 
contractile properties of ingressing ce.lis or the comple..-x temporal regu­
Jation of ce.11-cell adhesion . 

Since mechanical constraint appears ro play an important role in 
tumour development as suggested by the st:rong corre.lation obse.ived 
between rumour aggressive.i1ess and rumow- stiffness (Leve.rrrol ~t ni 
2009), w1derstanding how ingressing cells internet mechanically with 
their sw-roundings could give us important insights into EMT regulation 
and the fom1ation of metastasis and may provide theropeutic new leads 
to preve.nt metnstasic processes. 
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Control of epithelial tumor evolution by mechanical properties 
and cell death 

 

Cancer is a complex pathology, most of the time characterized by a tumor that can colonize 
others tissues. Cancers from epithelial cells, called carcinomas, are the most common. They 
evolve through three increasingly aggressive steps, each having their own properties: (1) the 
formation of a hyperplastic tumor corresponding to an overproliferation without epithelial 
properties modifications, (2) the evolution in a dysplastic tumor in which cells are 
mesenchymal, and (3), formation of metastasis where cells leave the primary tumor, migrate 
and invade others tissues to form secondary tumors.  

During my PhD, I was focused on a specific step of tumor progression: the hyperplasia-
dysplasia transition. Dysplastic tumors are known to be more resistant to therapeutic 
treatments and to induce metastasis formation. Understanding how this transition is regulated 
is a crucial issue in the fight against cancer. 

My PhD objective was to identify factors responsible for the hyperplasia-dysplasia transition 
by using the Drosophila model.  

I characterized in a detailed way, with high cellular and 12 hours temporal resolution, the 
evolution of two genetic contexts: the inhibition of the tumor suppressor gene Syntaxin 7 
(Syx7RNAi) and the expression of the proto-oncogene Yorkie (YkiSax3). Thus, I observed that 
Syx7RNAi tumors begin by being hyperplastic and then evolve in dysplastic tumors whereas the 
YkiSax3 tumors strictly stay hyperplastic over time.  

I observed that a modification of mechanical properties, especially an increase in the tension 
at the level of the adherens junctions, precedes the Syx7RNAi tumors’ development. So, the 
modification of the epithelium’s mechanical properties is an early marker of aggressive tumors 
and could have a role in the tumor’s aggressiveness. 

Then, I tested the role of this increased junctional tension on the tumoral progression. By using 
two different strategies, I showed that increasing the junctional tension in a strictly hyperplastic 
context is sufficient to induce an epithelio-mesenchymal transition and so the conversion into 
a dysplastic tumor.  

By trying to identify the mechanisms by which the increase in junctional tension induces the 
hyperplasia-dysplasia transition, I observed that (1) the increase in junctional tension induces 
apoptosis in proximity to dysplastic zones and (2) apoptosis is present specifically in tumors 
which evolve in dysplastic ones and before the hyperplasia-dysplasia transition. Moreover, 
apoptosis inhibition in Syx7RNAi induces a strong delay of the hyperplasia-dysplasia transition 
whereas apoptosis induction in the YkiSax3 tumors weakens the adherens and tight junctions, 
most probably the first step of the transition. I also showed that, even with an accelerator role, 
the apoptosis is not strictly necessary for the hyperplasia-dysplasia transition because an 
increase in junctional tension alone leads to the tumor’s evolution.  

In conclusion, all of my work has shown that in Drosophila, adherens junctions’ mechanical 
properties of pre-tumoral tissues have a major role in the subsequent tumoral progression by 
favoring the hyperplasia-dysplasia transition. I showed that this mechanism can be direct or 
indirect via apoptosis induction.   

In the end, this work will help to have a better understanding of the factors responsible for the 
tumoral progression and maybe will allow to adapt new therapeutic strategies.   
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Contrôle de l’évolution des tumeurs épithéliales par les 
propriétés mécaniques et la mort cellulaire 

 

Le cancer est une pathologie complexe caractérisée la plupart du temps par l’apparition d’une 
tumeur qui peut ensuite coloniser d’autres tissus. Les cancers issus de cellules épithéliales, 
appelés carcinomes, sont les cancers les plus répandus. Ils se développent au travers de trois 
étapes de plus en plus agressives, chacune ayant des propriétés particulières : (1) la formation 
d’une tumeur hyperplasique qui correspond à une surprolifération des cellules sans 
modifications des propriétés épithéliales, (2) l’évolution en tumeur dysplasique où les cellules 
deviennent mésenchymateuses, et (3) la formation de métastases où les cellules quittent la 
tumeur primaire, migrent et envahissent d’autres tissus et forment des tumeurs secondaires. 

Au cours de ma thèse, je me suis focalisée sur une étape particulière de la progression 
tumorale : la transition hyperplasie-dysplasie. Les tumeurs dysplasiques sont connues pour 
être plus résistantes aux traitements thérapeutiques et à l’origine de la formation de 
métastases. Comprendre comment cette transition est régulée représente donc un enjeu 
crucial dans la lutte contre le cancer.  

Aussi, l’objectif de ma thèse a été d’identifier des facteurs responsables de la transition 
hyperplasie-dysplasie en utilisant le modèle de la drosophile. 

J’ai commencé par caractériser de façon détaillée au niveau cellulaire, l’évolution toutes les 
12 heures de deux contextes génétiques : l’inhibition du gène suppresseur de tumeur 
Syntaxine 7 (Syx7RNAi) et l’expression du proto-oncogène Yorkie (YkiSAx3). J’ai ainsi observé 
que les tumeurs Syx7RNAi forment d’abord des tumeurs hyperplasiques puis évoluent en 
tumeurs dysplasiques tandis que les tumeurs YkiSAx3 restent strictement hyperplasiques au 
cours du temps.  

J’ai observé qu’une modification des propriétés mécaniques, particulièrement une 
augmentation de tension au niveau des jonctions adhérentes, précédait le développement des 
tumeurs Syx7RNAi. Ainsi la modification des propriétés mécaniques de l’épithélium constitue un 
marqueur précoce de ces tumeurs agressives et pourrait jouer un rôle dans l’agressivité 
tumorale. 

Par la suite, j’ai testé le rôle de cette augmentation de tension jonctionnelle sur la progression 
tumorale. En utilisant deux stratégies distinctes, j’ai ainsi pu montrer qu’augmenter la tension 
jonctionnelle dans un contexte strictement hyperplasique était suffisant pour induire une 
transition épithélio-mésenchymateuse et donc la conversion en tumeur dysplasique.  

En cherchant à identifier le mécanisme par lequel l’augmentation de tension jonctionnelle 
induit la transition hyperplasie-dysplasie, j’ai constaté que (1) l’augmentation de tension 
jonctionnelle induit de l’apoptose à proximité des zones dysplasiques et (2) l’apoptose est 
présente spécifiquement dans les tumeurs qui évoluent en tumeurs dysplasiques et ce, avant 
la transition hyperplasie-dysplasie. De plus, l’inhibition d’apoptose dans les tumeurs Syx7RNAi 
conduit à un important retard de la transition hyperplasie-dysplasie tandis que l’induction 
d’apoptose dans les tumeurs YkiSAx3 conduit à une fragilisation des jonctions adhérentes et 
serrées, probablement la première étape de la transition hyperplasie-dysplasie. J’ai également 
pu montrer que, bien qu’ayant un rôle accélérateur, l’apoptose n’est pas strictement 
nécessaire pour la transition hyperplasie-dysplasie puisque l’augmentation de tension 
jonctionnelle seule permet d’induire l’évolution de la tumeur.  

Ainsi, l’ensemble de mes travaux a permis de montrer que chez la drosophile, les propriétés 
mécaniques des jonctions adhérentes des tissus pré-tumoraux ont un rôle majeur dans la 
progression tumorale ultérieure en favorisant la transition hyperplasie-dysplasie. J’ai montré 
que cela pouvait se faire directement ou indirectement via l’induction d’apoptose. 
A terme, ces travaux aideront à avoir une meilleure compréhension des facteurs responsables 
de la progression tumorale et permettront peut-être d’adapter de nouvelles thérapies. 


