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1 Le cancer

Selon le National Institutes of Health (NIH), le cancer correspond a une pathologie
évolutive dans laquelle les cellules d’un organisme se multiplient de maniere
complétement incontrolée et peuvent disséminer dans d’autres parties du corps. Un
cancer peut se développer a 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 I'Homme
(Hanahan and Weinberg, 2000).

1.1 Les différentes étapes d’évolution

Associé généralement a la formation de tumeurs, le cancer est en réalité associé
uniquement a 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 incontrélée. Néanmoins, il est important de préciser qu’une tumeur
n’est pas forcément associée a I'apparition d’un cancer. En effet, les tumeurs peuvent
étre bénignes, c’est-a-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) 'excroissance reste encapsulée et n'envahit pas les tissus voisins et (3)
I'excroissance ne récidive pas aprés avoir été enlevée. C’est par exemple ce qui se
passe lors de I'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 a partir de ce stade que lI'on parle de
cancer. Les cellules de la tumeur, en plus de proliférer de fagon importante, se
dédifférencient, perdent les caractéristiques du tissu d’origine et la tumeur envahit les
tissus voisins. Enfin, I'étape la plus agressive, et responsable de la majorité des décés
dans les cancers, est la formation de métastases. Au cours de cette étape, les cellules
de la tumeur initiale, que I'on appelle tumeur primaire, acquiérent des propriétés
migratoires, quittent la tumeur primaire, et migrent a travers les tissus jusqu’a rejoindre
le systéme sanguin ou lymphatique. Ces cellules peuvent ensuite quitter le systéme
circulatoire pour s’implanter dans d’autres tissus et former des tumeurs, que I'on

qualifie de secondaires.
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1.2 Le microenvironnement

Longtemps, les études se sont focalisées uniquement sur I'étude des cellules
tumorales elles-mémes afin de comprendre comment elles pouvaient induire la
formation de tumeurs ou encore migrer jusqu’a des sites secondaires. Néanmoins, si
ces etudes ont permis de tres largement contribuer a notre compréhension de cette
pathologie, aujourd’hui il est évident qu’elles reposaient sur une vision dite
réductionniste de la tumorigénése (Hanahan and Weinberg, 2000). En effet, si les
cellules tumorales constituent effectivement la tumeur, il est maintenant admis que
I'environnement tout autour de la tumeur, que I'on appelle microenvironnement joue

également un réle majeur dans la tumorigénése (Figure 1).

Figure 1 : Evolution de la vision du cancer

La vision de I'étude des tumeurs a considérablement évolué au cours de ces derniéres années. Si
longtemps, I'étude de la tumorigénése se focalisait sur les cellules tumorales, aujourd’hui il est devenu
evident que les tumeurs doivent étre 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
systéme immunitaire (macrophages, lymphocyte T et B, cellules dendritiques), des
fibroblastes ou encore des cellules endothéliales, chacun de ces types cellulaires
affectant la tumorigénése d’une certaine maniere. Détournés de leurs fonctions par les
cellules tumorales, les cellules du systeme 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 I'apport de nutriments et d’oxygéne 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

tumorigénése est donc cruciale pour les études a venir.
1.3 Proto-oncogénes et génes suppresseurs de tumeurs

Le cancer est le résultat d’'une accumulation de mutations dans des genes clés qui
perturbent le fonctionnement normal des cellules. Parmi les genes les plus souvent
affectés, on peut distinguer deux catégories, souvent associées : les proto-oncogénes
et les génes suppresseurs de tumeurs. Les proto-oncogénes sont des geénes
responsables de la prolifération des cellules. lls permettent par exemple d’assurer un
renouvellement des cellules et de maintenir 'lhoméostasie d’un tissu. Le géne ras a
été un des premiers pro-oncogenes identifieés en 1982 et est aujourd’hui I'un des génes
les plus souvent observés mutés dans les cancers (Barbacid, 1987). En paralléle, de
nombreux points de contrdle existent au sein de la cellule pour controler I'état des
cellules et éliminer les cellules anormales. Parmi ces génes on trouve notamment la
protéine du rétinoblastome (pRB), premier géene suppresseur identifié¢ en 1986
(Dannenberg and te Riele, 2006) ou encore des génes impliqués dans la réparation
apres dommages a '’ADN. Des mutations au niveau d’oncogénes, en combinaison
avec des mutations au niveau de génes suppresseurs de tumeurs conduisent a une

prolifération incontrélée 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 conférent ce caractére malin. A I'origine, Hanahan et Weinberg ont
défini six propriétés qui, selon eux, seraient communes a tous les types de cancer
(Hanahan and Weinberg, 2000). Parmi ces propriétés, on retrouve notamment : la
prolifération incontrélée, I'immortalité, la résistance accrue a I'apoptose ou encore la
capacité d’invasion et de formation de métastases. Néanmoins, au cours de ces deux
derniéres décennies, cette liste de propriétés s’est considérablement étoffée pour étre
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
acquiérent ces propriétés si particuliéres 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 incontrolée et la résistance accrue a I'apoptose,
deux caractéristiques qui illustrent bien le réle des proto-oncogénes et des génes
suppresseurs de tumeurs. Je reviendrai sur la capacité d’invasion et de formation des
metastases un peu loin dans la partie traitant de la « transition épithélio-

mésenchymateuse ».

1.4.1  Prolifération incontrolée

La prolifération incontrélée 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 trés finement
contrblée. Néanmoins, les cellules tumorales parviennent souvent a échapper a ce
contréle et a proliférer de maniére complétement incontrolée. On peut distinguer trois
niveaux d’altération par lesquels les cellules tumorales acquiérent cette autonomie de
croissance : une altération des signaux de croissance, une altération des
transducteurs et une altération au niveau du circuit intracellulaire. En paralléle de ces
mecanismes, les cellules tumorales développent également une insensibilité aux
signaux antiprolifératifs, que je ne développerai pas ici, et qui renforcent cette

caractéristique de prolifération incontrdlée.

Le premier mécanisme que je souhaiterais mentionner est la production autonome de
facteurs de croissance. En effet, si la plupart du temps, les cellules regoivent des
signaux produits par d’autres cellules et leur environnement, bien souvent les cellules
tumorales ont été montrées comme produisant elles-mémes différents facteurs de
croissance (PDGF ou TGFa par exemple), conduisant par conséquent a un
fonctionnement autocrine qui les libére de la dépendance aux signaux extérieurs
(Aaronson, 1991; Becker et al.,, 1989). Les signaux de prolifération sont ensuite
transmis a 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

19



(Slamon et al., 1989). Egalement, certains récepteurs, en plus d’étre surexprimés, sont
mutés et deviennent constitutivement activés, méme en absence de ligand (Yarden
and Ullrich, 1988).

Enfin, le dernier mécanisme utilisé par les cellules tumorales pour une prolifération
incontrélée est 'altération au niveau des composants intracellulaires des différentes
voies de signalisation. En effet, de hombreuses 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 RasV'? rend Ras constitutivement actif. Cette mutation est
retrouvée dans plus de 90% des cancers pancréatiques et dans plus de 50% des
cancer du cdlon, induisant une prolifération incontrélée. Cela suggére un réle majeur
de Ras dans la tumorigénése et en fait une cible particulierement étudiée dans les

traitements anticancers (Roberts and Der, 2007).

1.4.2 Une résistance accrue a la mort cellulaire programmée

Décrite en 1972 par John Kerr et al., 'apoptose est caractérisée par une destruction
tres stéréotypée de la cellule mettant en jeu un important remodelage de sa
morphologie. Les étapes clés de I'apoptose consistent dans le bourgeonnement de la
membrane, la condensation du noyau et la fragmentation de la cellule en petits

« morceaux » que 'on nomme corps ou fragments apoptotiques.

Il s’agit d’'un processus conservé au cours de I'évolution. Ainsi, I'étude de I'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 étre déclenchée de deux maniéres distinctes : via la voie intrinséque,
par exemple suite a des dommages a I’ADN ou via la voie extrinséque, lorsqu’un ligand
se fixe au récepteur de mort (FasR). Néanmoins, ces deux voies d’activation
convergent sur [lactivation 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 mammiféres

(A) L’apoptose peut étre induite de deux maniéres différentes : via la voie extrinséque (carré rouge) ou
via la voie intrinséque (carré vert). Pour la voie extrinséque, suite a la fixation du ligand sur le récepteur
FAS (FasR), cela induit I'activation de la caspase 8 qui active les caspases 3 et 7 qui induisent
I'apoptose. Pour la voie intrinséque, c’est un signal a l'intérieur de la cellule (dommages a I'ADN, stress)
qui induit I'activation de BH3 qui va ensuite inhiber les molécules de la famille Bcl2. Cette inhibition
permet 'assemblage de BAX et BAK au niveau de la mitochondrie permettant a la fois la libération des
partenaires de IAP et du cytochrome c. Les partenaires de IAP inhibent la protéine XIAP, permettant
I'activation des caspases 9, 3 et 7. Le cytochrome c, en s’associant a APAF1 forme '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 mammiféres, le déclenchement de '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
'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 Ila formation de [I'apoptosome, un complexe
macromoléculaire qui permet de concentrer localement les caspases initiatrices, et
ainsi de les activer. Dans le méme 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 grace a 'activation par I'apoptosome, les caspases activatrices activent ensuite les
caspases effectrices, notamment les caspases effectrices 3, 6 et 7 qui vont pouvoir
déclencher I'apoptose en agissant sur différentes cibles dans la cellule (Figure 3)
(Fuchs and Steller, 2011).

L’apoptose est un processus essentiel et particulierement important, que ce soit
pendant le développement ou a I'age adulte. Au cours du développement, I'apoptose
permet de sculpter des organes en permettant I'apparition ou la disparition de
structures. L’'exemple le plus parlant est I'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 tétards qui va étre éliminée par
apoptose au moment de la métamorphose (Figure 4B). De plus, I'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 I'environnement mécaniques des cellules voisines, conduisant in fine a la
formation de plis qui préfigureront les articulations de la patte chez I'adulte (Figure 4C)
(Ambrosini et al., 2019; Monier et al., 2015). Chez le poulet également, les cellules
apoptotiques participent a la formation correcte du tube neural en induisant des forces
qui aident a la fermeture du tube neural (Figure 4D) (Roellig et al., 2022; Yamaguchi
etal., 2011).
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Al'age adulte, 'apoptose assure principalement un mécanisme de « contrdle 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
systéme immunitaire par exemple, tous les lymphocytes B et T nouvellement formés
passent deux points de contréle ayant pour but de vérifier qu’ils ne réagissent pas aux
cellules du soi. Ceux qui réagissent aux cellules du soi sont aussitot 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 a '’ADN, sont normalement éliminées.

Figure 4 : L'apoptose est impliqguée dans de nombreux processus
développementaux

Différents processus développementaux impliquant I'apoptose. (A) Mécanisme d’interdigitation chez les
vertébrés ou l'apoptose permet I'élimination des cellules entre les futurs doigts. (B) Mécanisme
d’élimination de la queue chez les tétards 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 paralléles qui donneront les
articulations chez la mouche adulte. (D) Fermeture du tube neural chez les vertébrés ou I'apoptose
permet au tube de se plier et se fermer correctement. Adapté de (Pérez-Garijo and Steller, 2015)

La régulation de I'apoptose, aussi bien dans le développement qu’a I'age adulte est
donc cruciale. En effet, une apoptose mal régulée chez I'adulte peut conduire a

I'apparition de certaines pathologies : une apoptose trop importante peut conduire a
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'apparition de maladies neurodégénératives tel que la maladie de Parkinson tandis
qu’'a linverse, une apoptose trop peu importante ou détournée peut conduire a
'apparition de maladies auto-immune ou de cancers. En effet, dans le cas des
cancers, les cellules cancéreuses parviennent souvent a échapper a la mort cellulaire
grace a différents mécanismes qui leur conférent une résistance accrue a la mort

cellulaire.

C’est en 1972 que Kerr, Wyllie et Curie ont proposé pour la premiere fois que
« 'hyperplasie pourrait résulter d’'une diminution de l'apoptose plutét que d’une

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

L’identification de 'oncogéne 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 géne Bcl-2 au gene codant pour la chaine lourde de I'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 pionniéres, de nombreuses études ont par la suite identifié d’autres
mecanismes par lesquels les cellules cancéreuses acquierent une résistance accrue
a l'apoptose. Les cellules cancéreuses peuvent altérer les voies apoptotiques au
niveau transcriptionnel, traductionnel ou post-traductionnel et ce, a 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 a I'apoptose.

Par exemple, au niveau de la voie intrinséque, 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
'endomeétre ou dans des lymphomes folliculaires a cellules B, une surexpression des

protéines de la famille Bcl-2 a été identifiée, conférant ainsi une résistance accrue a
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I'apoptose a ces cellules cancéreuses (Rassidakis et al., 2003; Sakuragi et al., 2002).
Egalement, 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 extrinséque peut également
étre altérée via la répression de I'expression des récepteurs de mort a la surface des
cellules cancéreuses (Friesen et al., 1997) ou encore en modifiant I'expression ou la
fonction de la caspase 8 (Kim et al.,, 2003). Enfin, si les voies méme 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 I'inactivation du géene
suppresseur de tumeur p53, observée dans plus de 50% des cancers (Figure 5)
(Vousden and Lane, 2007).

Les mécanismes de résistance accrue a l'apoptose étant de mieux en mieux
caractérisés, de plus en plus de traitements ont pour but de cibler les protéines anti-
apoptotiques dont I'expression est altérée dans le but de rendre les cellules
cancéreuses de nouveau sensibles a I'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 I'apoptose peut aussi avoir un
effet pro-tumoral. Ainsi, dans certains contextes, la mort cellulaire pourrait en réalité
étre délétére 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 a l'apoptose identifiés dans les
cellules cancéreuses

Les cellules cancéreuses emploient différents mécanismes qui leurs conférent une résistance accrue a
l'apoptose. Globalement on peut distinguer deux mécanismes : linhibition 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 a I'origine du
cancer. En effet, quasiment tous les types de cellules peuvent étre a l'origine de
cancer. Il en existe d’ailleurs plus d’'une centaine différents répertoriés a ce jour.
Cependant, parmi la grande diversité des cancers que I'on peut trouver, les cancers
issus de cellules épithéliales prédominent et représentent plus de 80% des cancers
chez ’lhomme (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 thése.
Néanmoins, pour comprendre la formation et I'évolution des carcinomes, il faut dans
un premier temps bien comprendre les propriétés des cellules épithéliales, ce que je
vais maintenant présenter a 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 barriére
appelée épithélium, permettant de séparer deux compartiments. Les épithéliums sont
les tissus les plus abondants dans I'organisme et on en retrouve dans la plupart des
organes. Par exemple, au niveau de la peau, les cellules épithéliales assurent la
fonction de barriére contre I'environnement extérieur tandis qu’au niveau de l'intestin,
elles permettent I'absorption des nutriments. Si les cellules épithéliales peuvent
présenter certaines caractéristiques propres a leur fonction (présence de micro-vili
pour les cellules intestinales par exemple), de fagon 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 I'axe apico-basal. En effet, on peut diviser la cellule en trois domaines : le domaine
apical qui fait face a la lumiére 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 grace a 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), Dig 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 I'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 I'activité de chaque complexe a une localisation particuliére de la cellule,
conférant ainsi une identité de position le long de I'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 grace a 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 étre a
I'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 a 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
a l'origine d’une prolifération incontrélée ou encore de la formation de métastases.
Particulierement 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 gréace a différentes
jonctions intercellulaires, essentielles pour '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
barriére 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
possédent également des jonctions au niveau basal qui permettent de faire le lien entre
la matrice extracellulaire sur laquelle reposent les cellules et I'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 réle des jonctions basales, de maniére
conjointe a une bréve description de la matrice-extracellulaire avec laquelle elles
interagissent, des jonctions serrées et des jonctions adhérentes, qui ont un réle central

dans mon projet de thése.
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Figure 7 : Les cellules d'un épithélium sont reliées entre elles et a la matrice

extracellulaire via différentes jonctions

Au niveau apical, on trouve les jonctions serrées qui permettent de maintenir I'étanchéité de I'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.

Les jonctions basales sont des complexes multiprotéiques qui permettent de faire le
lien entre la matrice extracellulaire, et I'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 Collagéne, Nidogéne et Perlecan (Figure 8A). Si
la MEC assure avant tout un rdle de support pour la plupart des cellules, elle a
également un réle sur le comportement de la cellule. En effet, en modulant la diffusion
de certains facteurs secrétés ou en envoyant des signaux mécaniques a 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 a et d’'une chaine B. Au niveau de leur queue intracellulaire, les intégrines
interagissent avec de multiples protéines adaptatrices parmilesquelles 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 a 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 a des changements de propriétés de la MEC. Cultiver
des cellules sur substrat rigide conduit a 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 I'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 » a 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, I'application de
forces sur les complexes Intégrine, grace a leur couplage a la fois a la MEC résistante
et au cytosquelette sous tension, permet la maturation des adhérences basales grace

a 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 a une culture sur matrice rigide ou a 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.

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 rdle 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 mammiféres, elles sont localisées au niveau apical de la cellule,
contrairement aux invertébrés ou 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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Les jonctions adhérentes, conservées au cours de I'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
'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 frans au domaine
extra-cellulaire de la Ecad de la cellule voisine (Patel et al., 2006). Le domaine intra-
cellulaire est quant a lui connecté au réseau d’actine grace a différentes protéines
appelées les caténines parmi lesquelles on retrouve a-caténine, B-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 a I'induction de forces
au niveau des jonctions adhérentes, I'a-caténine change de conformation permettant de révéler des
sites de la Vinculine qui peut étre 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 a-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 a-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 dune cellule, il existe plusieurs cytosquelettes, chacun ayant des
caractéristiques, une fonction et une régulation propre. On distingue les microtubules,
plutét impliqués dans le transport de molécules dans la cellule, les filaments
intermédiaires, impliqués dans la migration, '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 trés bien conservés au cours de
I'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 tres
stables pour protéger la cellule des différents stress mécaniques qu’elle peut subir, ce

sont en réalité des composants particulierement dynamiques.

Figure 10 : Les différents cytosquelettes présents dans la cellule
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Dans la cellule, l'actine est présente sous deux formes : I'actine G (globulaire) et
'actine F (filamenteuse). L’actine G est un monomere qui, en s’assemblant permet la
formation de filaments d’actine en double hélice de fagon ATPase dépendante. La
formation de filaments d’actine suit quatre étapes : la nucléation, I'élongation et le

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

La nucléation est la formation de diméres et de triméres par les monomeéres d’actine.
Cette étape est directement proportionnelle a la concentration d’actine monomérique
(Pollard et al., 2000). En effet, in vitro, au-dela d’'une certaine concentration, I'actine
monomeérique forme spontanément des diméres et des triméres. En revanche, in vivo,
cette étape est trées contrdolée, notamment par la profiline qui séquestre l'actine
monomerique et empéche la formation spontanée de diméres et de triméres (Figure
11) (Plastino and Blanchoin, 2018).

L’élongation est I'étape qui permet d’assembler plusieurs dimeéres ou trimeres 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 troisiéme
famille comprenant les protéines Spire et Cobl (Campellone and Welch, 2010). Les
facteurs nucléateurs appartenant a la famille des formines ainsi que les protéines Spire
et Cobl permettent la polymérisation de I'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 déja existant (Figure 11). Les réseaux paralléles et branchés ayant une
organisation différente, ils vont également étre localisés a différents endroits de la
cellule et avoir différentes fonctions. Ainsi, le réseau linéaire d’actine sera plutot
localisé au niveau des filopodes et des fibres de stress tandis que le réseau branché
sera plutét localisé au niveau des lamellipodes (Letort et al., 2015). L’élongation est
ensuite bloquée par les protéines de coiffage qui vont se fixer a I'extrémité des
filaments d’actine et empécher la polymérisation. Ces protéines contrdlent 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 monomeres d’actine par les protéines ADF/Cofiline (Figure 11) (Blanchoin, 2014).
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Enfin, les monomeéres d’actine issus du désassemblage sont ensuite recyclés une fois

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

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

Myosine-Il, 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 monoméres d’actine G, séquestrés par la
profiline forment des diméres et des triméres d’actine grace a plusieurs facteurs nucléateurs. Vient
ensuite I'étape d’élongation ou les facteurs nucléateurs assemblent les diméres et triméres d’actine pour
former des filaments. Les filaments sont ensuite désassemblés puis les monomeéres d’actine G sont
recyclés une fois de nouveau associés a de I'ATP.

Dans la cellule, il existe plusieurs types de myosine, qui sont des moteurs
moléculaires. Ici, je me concentrerai sur la Myosine-Il non musculaire que jappellerai
par la suite Myosine-Il. La Myosine-Il est une protéine essentielle a la cellule qui régule
un certain nombre de fonctions comme la division cellulaire en permettant notamment
la cytokinése ou en permettant les changements de forme des cellules au cours du

développement.
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Une molécule de Myosine-Il est constituée d’'un hexameére contenant deux chaines
lourdes, deux chaines légéres essentielle et deux chaines Iégéres régulatrices (Figure
12A). La chaine lourde contient un domaine N-terminal qui forme une téte globulaire
et qui contient un site d’hydrolyse de 'ATP. C’est ce domaine qui confére I'activité
motrice de la Myosine-Il (Lecuit et al., 2011; Munjal and Lecuit, 2014). Une molécule
seule de Myosine-ll est incapable d’induire des forces, elle doit d’abord s’associer de
facon antiparalléle a une autre molécule de Myosine-Il pour former un mini-filament de

Myosine-Il.

L’activation de la Myosine-Il est permise grace la phosphorylation de la chaine légére
régulatrice (MLC) qui permet a la Myosine-Il de changer de conformation et de former
un mini-filament qui pourra ensuite s’associer a un filament d’actine (Figure 12A). Cette
phosphorylation est réalisée par MLCK (Myosine Light Chain Kinase) ou ROCK (Rho-
associated Kinase) tandis qu’a linverse, la Myosine-ll peut étre inhibée par des

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

Le mécanisme de contraction de la Myosine-Il est cyclique et est possible grace a
I'hydrolyse d’'une molécule d’ATP. En effet, en s’associant a la téte globulaire de la
Myosine-Il, une molécule d’ATP est hydrolysée en ADP et en Phosphate inorganique,
ce qui permet la fixation a un filament d’actine. La libération de 'ADP et du Pi permet
un mouvement de la téte de la Myosine-Il, ce qui induit une contraction. La fixation
d’'une nouvelle molécule d’ATP détache la téte de Myosine-Il et le cycle peut de

nouveau recommencer (Figure 12B) (Houdusse and Sweeney, 2016).
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Figure 12 : Dynamique de la Myosine-ll

(A) Représentation schématique de la Myosine-Il inactive (a gauche) et active (a droite). Les kinases
ROCK et MLCK permettent d’activer la Myosine-Il tandis que les phosphatases inactivent la Myosine-
II. (B) Cycle d’activation de la Myosine-Il. La fixation d’'une molécule d’ATP sur la téte globulaire et son
hydrolyse permet I'activation de la Myosine-Il qui change de conformation et se fixe sur un filament
d’actine. Lorsque I'ADP et le Pi sont relargués, cela permet un mouvement de la téte de Myosine-Il qui
induit une contraction. La Myosine-ll se sépare des filaments d’actine lorsqu’'une nouvelle molécule
d’ATP se fixe au niveau de la téte 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 réle important au niveau des jonctions adhérentes et des adhésions focales.
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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 a
la MEC via les adhésions focales (Figure 13), permettant des interactions entre la
cellule et la MEC. En effet, suite a 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
'environnement et un remodelage de la MEC. Enfin, le cytosquelette d’actomyosine
forme également un réseau complexe au niveau apical et qui joue un réle essentiel
dans le maintien de la forme des cellules. Au cours de ma thése, je me suis
principalement intéressée au pble 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
particulierement 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 a un comportement
coordonné des cellules d’un tissu. Cette communication est essentielle, et elle a été
particuliéerement étudiée lors de la morphogenése ou le changement de forme des

cellules conduit in fine a un remodelage épithélial (Heisenberg and Bellaiche, 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 a

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.

La constriction apicale est un processus par lequel une cellule réduit sa surface
apicale. Au cours du développement, ce mécanisme permet notamment a 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

I'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 « crémaillere » (« ratchet-mechanism » en anglais), c’est-a-dire que la
constriction ne se fait pas de maniére 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 a la réduction de la surface apicale.
Ce n’est qu'aprés 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 trés 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-ll, 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 a la courbure d’un tissu, comme dans le cas de
linvagination du mésoderme chez la drosophile ou de la neurulation chez les vertébrés par exemple.
(B) La constriction apicale se fait selon un mécanisme de « crémaillére » : 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.

Un autre remodelage tissulaire particulierement important au cours du développement
est lintercalation cellulaire qui permet notamment I'’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 fagon dynamique, modifier leurs

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

Au cours de I'extension de la bande germinale, les cellules modifient les interactions
gu’elles ont avec leurs voisines, conduisant a une élongation du tissu dans le sens de
I'axe antéro-postérieur (A-P). Pendant ce processus, les jonctions dans le sens dorso-
ventral (D-V), perpendiculaires au sens de [I'élongation, sont progressivement
raccourcies jusqu’a disparaitre complétement et former une organisation cellulaire
particuliére que I'on appelle « rosette ». Par la suite une nouvelle jonction se forme et
s’allonge perpendiculairement a la jonction démantelée. L’intercalation cellulaire

coordonnée conduit in fine a 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-Il et la E-
cadhérine sont réparties de fagon asymeétrique autour des cellules. En effet, la
Myosine-Il s’accumule sur les jonctions orientées dans le sens D-V et, en induisant
des forces, conduit a la diminution de la taille des jonctions (Bertet et al., 2004; Kale
et al., 2018; Rauzi et al., 2010). La E-cadhérine, quant a elle est localisée au niveau
des jonctions orientées dans le sens A-P et est présente a des niveaux nettement plus
faibles sur les jonctions D-V. Ici, il y a donc une corrélation spatiale entre la présence
de Myosine-ll et une nette diminution de la E-cadhérine. De maniére intéressante, la
Myosine-Il 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
'endocytose des molécules de E-cadhérine (Levayer et al., 2011). Ainsi, la tension
jonctionnelle due a I'accumulation de Myosine-ll conduit a un démantélement des
jonctions adhérentes en induisant notamment I'endocytose des molécules de E-

cadhérine.

Le cytosquelette d’actomyosine peut donc fortement affecter les jonctions adhérentes
et ce, de différentes maniéres. Si au cours de la constriction apicale, la contractilité de
'actomyosine conduit a une stabilisation des jonctions adhérentes, au cours de
l'intercalation cellulaire, I'induction de forces conduit au contraire au démantelement
des jonctions adhérentes. Si a premiére vue, ces résultats peuvent sembler
contradictoires, il est toutefois important de garder en téte que dans ces deux
processus, les réseaux d’actomyosine engageés ne sont pas les mémes. En effet, c’est
le réseau apical d’actomyosine qui est impliqué lors de la constriction apicale et qui va
donc exercer une force centripéte, c’est-a-dire vers le centre de la surface apicale et
donc tirer sur les jonctions adhérentes. A l'inverse, au cours de I'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 fagon 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 I'élongation de la bande germinale au cours de la gastrulation chez la drosophile.
(B) Schématisation du mécanisme d’intercalation cellulaire a I'échelle du tissu et a I'échelle de la cellule
(C) Les jonctions verticales se raccourcissent progressivement jusqu’a étre complétement démantelées
avant qu’une nouvelle jonction se forme dans le sens perpendiculaire a la premiére, conduisant a 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 étre
remodelée, au cours du développement par exemple. Toutefois, le développement de
certaines pathologies, comme I'apparition d’'un carcinome, peut fortement affecter ces
différents acteurs et induire des changements drastiques de I'organisation épithéliale,

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

I’évolution tumorale

Si en introduction, jai défini de fagon 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-a-dire les cancers issus de cellules épithéliales, auxquels je me suis

intéressée au cours de ma thése.

A la suite d’'une prolifération incontrolée, les cellules d’'un épithélium forment ce que
I'on appelle une tumeur hyperplasique. Il s’agit d’'une tumeur, que I'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, I'évolution en tumeur maligne est associée a la transformation d’'une tumeur
hyperplasique en tumeur dysplasique. A ce stade, les cellules perdent leur
morphologie normale, se dédifférencient, deviennent désorganisées, conduisant a un
tissu anormal ayant un aspect complétement désorganisé. Enfin les cellules peuvent
ensuite quitter la tumeur primaire, migrer et envahir d’autres tissus ou 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 incontrblée, 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
étre plus résistantes aux traitements thérapeutiques et permettre la formation de métastases, I'étape la
plus agressive. (B) Biopsies de cancer du cblon 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 these, je me suis particulierement intéressée a la transition
hyperplasie-dysplasie. Cette transition, qui est une étape clé de la progression
tumorale fait principalement appel a un processus cellulaire particulierement important

et conservé au cours de I'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 caractére
mésenchymateux. Si les cellules épithéliales sont caractérisées par une forme
columnaire, cuboidale 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/arriere 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 I'évolution, c’est un processus particulierement important dans
le développement de nombreux organismes. Chez la drosophile par exemple,
'invagination du mésoderme, premiére étape de la gastrulation, est possible grace a
la TEM qui va permettre d’internaliser une population de cellules qui formeront le
mésoderme (Figure 18A) (Winklbauer and Miiller, 2011). Egalement importante lors
de 'organogénése, la TEM permet par exemple la formation des crétes 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 : Réle 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 a
l'intérieur de 'embryon avant que les cellules ne se détachent les unes des autres pour former le
mésoderme. (B) Délamination des crétes neurales chez le poulet : les crétes neurales délaminent
depuis les bords du tube neural au cours de la phase de la fermeture du tube neural. (C) Gastrulation
chez 'oursin : les cellules mésenchymateuses primaires (d’abord en marron puis en jaune) délaminent
vers l'intérieur de I'embryon. (D) Formation de la ligne primitive chez le poulet : la ligne primitive se
forme suite a deux phases de TEM : des cellules de I'épiblastes délaminent d’abord de maniére
sporadique (en jaune) puis de maniére 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 étre

a 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 contrélé par différents facteurs de
transcription (FT) qui vont induire des changements transcriptionnels. Dans le
développement, de nombreuses voies de signalisation, comme les voies TGF[3, Wnt
ou Notch induisent la TEM en régulant I'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 I'état épithélial de
la cellule en induisant I'expression de génes impliqués dans le maintien de I'état
épithélial comme la E-cadhérine ou les protéines de la polarité apico-basale. A
linverse, les FT pro-mésenchymateux, parmi lesquels on retrouve notamment les
facteurs SNAIL, TWIST, ZEB et SLUG, induisent I'expression de génes impliqués dans
I'état mésenchymateux et en méme temps répriment les génes impliqués dans le
maintien de I'état épithélial (Figure 17). Par exemple, ZEB induit I'expression des
genes de la Vimentine, un filament intermédiaire et de la N-cadhérine tandis que
SNAIL réprime le géne de la E-cadhérine en recrutant des complexes de modifications
de la chromatine (Cano et al., 2000; Herranz et al., 2008; Sanchez-Till6 et al., 2010).

Les différentes étapes de la TEM ont souvent été discutées et sont, encore aujourd’hui
sujettes a 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 '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 trés 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 I'épithélium et prend la
décision de faire cette transition. La TEM comprend donc toutes les étapes qui vont
permettre de préparer la cellule a sa sortie de I'épithélium pour ensuite éventuellement
migrer. C’est principalement sur les premiéres étapes, que je qualifie de précoces, que

je me suis concentrée au cours de ma thése et sur lesquelles je me concentrerai ici.
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Ainsi, au cours de la TEM, la cellule passe par une succession d’événements
spécifiques conduisant a sa sortie de I'épithélium, étapes pouvant varier d’'une espéce
a l'autre. Au cours de ma thése, j'ai participé a I'écriture d’une revue, dont le manuscrit
est en annexe, et dont '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 modeéles au cours du

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

Figure 19 : Un modeéle 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 piéce de puzzle. Tiré de (Font-Noguera et al., 2021).

Parmi ces étapes, une des premieres étapes observées est la dégradation de MEC.
Si aujourd’hui il est admis que les cellules remodeélent la MEC pour pouvoir migrer, ici
il s’agit d’'une étape particulierement précoce, ou la cellule est toujours parfaitement
intégrée dans I'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

premiére 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 particulierement bien
conservée puisqu’elle a été observée chez de nombreuses espéces. Il s’agit de '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 particulierement dynamique au niveau apical, comme nous I'avons vu au moment
de la constriction apicale par exemple, il I'est également le long de I'axe apico-basal.
En effet, ces études montrent que, juste aprés la constriction apico-basale dans
'invagination du mésoderme chez la drosophile, le cytosquelette se réorganise et
forme une structure apico-basale appelée cable de Myosine-Il qui induit des forces le
long de I'axe apico-basal (Gracia et al., 2019). Si I'existence de forces apico-basales
n’a été montrée que dans ce modéle, d’autres observations suggérent fortement qu’il
pourrait s’agir d’'un processus conserveé. 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 I'axe apico-basal,
associée a une déformation de la surface apicale, suggérant la présence de forces
apico-basales (Kinnander and Gustafson, 1960; Nakajima and Burke, 1996).
Egalement, au cours de la formation de la ligne primitive chez le poulet, des
déformations apicales ont été observées juste aprés la constriction apicale des cellules
de I'épiblaste qui délaminent, suggérant une nouvelle fois I'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 a la
formation de métastases. C’est en effet, lorsque les cellules ont terminé la TEM et
quitté I'épithélium qu’elles acquiérent 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 I'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 maniéres que par la
formation de métastases. En effet, la TEM n’est pas un processus noir-blanc, c’est-a-
dire que les cellules ne sont pas uniquement épithéliales ou mésenchymateuses mais
peuvent acquérir des états intermédiaires ou elles possédent a la fois des
caractéristiques épithéliales et mésenchymateuses (Nieto et al., 2016). C’est par
exemple ce que I'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
thése. 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 complétement
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 particulierement dangereuse (Hanahan and Weinberg, 2011).
Au cours de cette transition, les cellules, qui ont a la fois des caractéristiques
épithéliales et mésenchymateuses, acquierent un certain nombre de propriétés posant

de réels problemes 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 I'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 méme 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 I'immunothérapie. En effet, ces
cellules hybrides développent des mécanismes de détournement du systéme
immunitaire, rendant I'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 I'étape de la progression tumorale responsable de
la majorité des décés 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 particulierement bien contrdélé dans un contexte
développemental, au cours de la progression tumorale, de hombreux mécanismes
permettent aux cellules cancéreuses d’effectuer la TEM sans aucun contrble. 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 systéme 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 libérent du TGFp, de I'lL-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
méme maniére, les cellules du systéme immunitaire (macrophages associés a la
tumeur, TAM, lymphocytes T) libérent du TGF(, du TNFa et de I'lL-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 systéme immunitaire
ont été montrées comme induisant la TEM des cellules tumorales, de nombreuses
études ont montré que les proprietés mécaniques de la tumeur et de son

environnement jouent également un rdle capital dans la progression tumorale.

En effet, les tumeurs sont soumises a différents stress mécaniques que I'on peut
diviser en stress « liquide », d0 a la pression du liquide interstitiel et le stress « solide »,
sur lequel je vais me concentrer, qui peut étre di d’une part a la compression exercée
par I'environnement autour de la tumeur et d’autre part a la surprolifération de la

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

La compression exercée par I'environnement de la tumeur est principalement due a la
matrice extracellulaire (MEC) (voir 2.1.2.1) qui entoure la tumeur. En effet, dans la
plupart des cancers, la balance entre dépbét de MEC et dégradation est fortement
modifiée par les cellules du microenvironnement, induisant a la fois un changement de
composition et d’'organisation de la MEC (Lu et al., 2012). Les fibroblastes augmentent
le dépdbt de collagéne | induisant ainsi une MEC plus rigide (Kalluri and Zeisberg,
2006). C’est d’ailleurs a cause de cette augmentation de rigidité que certaines tumeurs
peuvent étre détectées lors d’'un examen par des palpations, comme dans le cas du
cancer du sein par exemple (Khaled et al., 2004). Si 'augmentation de rigidité de la
MEC est associée a de réels problémes d’accessibilité de la tumeur pour les différents
agents de traitements (Dewhirst and Secomb, 2017), plusieurs études suggérent 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 I'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 réle 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 collagéne, réduit fortement la progression
tumorale dans un modéle d’adénocarcinome pancréatique en bloquant complétement

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

La MEC semble donc jouer un réle 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 a 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 a 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 particuliérement importantes dans la progression
tumorale, de plus en plus d’études montrent que les propriétés intrinseques des
cellules tumorales semblent I'étre également. Néanmoins, les résultats contradictoires
de ces études soulignent clairement le besoin de clarifier le rble des propriétés

meécaniques des cellules tumorales.

L’étude des propriétés intrinseques des cellules tumorales est un domaine en pleine
expansion mais particulierement difficile a adresser. En effet, 'examen de I'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 ’'homme, il est souvent difficile de
décorréler la rigidité de la cellule tumorale elle-méme et celle de son micro-

environnement, souvent entremélées.

Néanmoins, je vais tacher dans cette partie de fournir une vue d’ensemble des études
réalisées dans ce domaine pour montrer un lien entre propriétés meécaniques
intrinséques 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 I'agressivité
tumorale a la fois a des cellules souples et a des cellules rigides, ici plusieurs choses
sont a 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 a partir d’'une cellule qui se multiplie
rapidement, trés vite, les cellules acquiérent d’autres mutations et peuvent se
comporter de maniére différente les unes des autres, pouvant conduire in fine a 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 trés 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 a la « progression
tumorale » ou « I'agressivité tumorale » sans pour autant préciser de quelle étape il

s’agit, pouvant conduire a 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 I'état
d’avancement de la tumeur. Dans cette étude, les résultats d’AFM réalisé sur des
biopsies de sein contrdle, 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

54



cellules normales et (2) qu’au stade de tumeur maligne cancéreuse, les propriétés

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

Au vu de ces données disparates, je vais faire le bilan des connaissances actuelles
des propriétés meécaniques des tumeurs suivant leur avancée dans la progression

tumorale.

L’impact des propriétés mécaniques sur la prolifération des cellules tumorales a été
montré par plusieurs études. Les propriétés meécaniques 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 étre dérégulés dans les cancers. Par exemple, les Rho GTPases,
régulateurs de I'actine, sont particulierement dérégulées dans les cancers (Fife et al.,
2014; Fritz et al., 1999; Orgaz et al., 2014). La surexpression de Rac1 est associée a
une augmentation de la prolifération dans un modéle de cellules du cancer du cdlon
(Espina et al., 2008). Une autre étude a également montré dans une lignée de cellules
de cancer du sein, que suite a 'activation de Src, les cellules passent par un état de
rigidité transitoire, dépendant de EVL (pour Ena/VASP-like, un régulateur de 'actine)
et que cela induit une importante prolifération de ces cellules, de fagon ERK-
dépendante. De fagon intéressante, ils suggerent dans cette étude que cette
augmentation de rigidité transitoire serait une étape qui précéde I'évolution de la

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

Certains régulateurs de la Myosine-Il ont également été rapportés comme étant
également dérégulés dans un certain nombre de cancers. ROCK, l'activateur de la
Myosine-Il non musculaire a plusieurs fois été observé comme étant surexprimé et
associé a 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 a une augmentation de la prolifération, elle a également été associée

a la dissémination des métastases.
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Les métastases représentent une étape bien particuliére de la progression tumorale
ou 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 a 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-Il non musculaire) inhibe la
migration, la formation des métastases et améliore grandement la survie des individus

dans un modeéle 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-Il, stimule l'invasion et la formation
de métastases dans un modele de cellules de carcinome de colon (Croft et al., 2004).
Une autre étude suggére 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 a des molécules de chimiothérapie (Vennin et al.,
2017). Cette étude, ainsi que d’autres, suggérent fortement que des inhibiteurs de
ROCK pourraient étre une bonne stratégie pour lutter contre la dissémination des
métastases et offrir une meilleure réponse a des traitements thérapeutiques (Croft et
al., 2004; Rodriguez-Hernandez et al., 2016; Sadok et al., 2015; Vennin et al., 2017).

L’étape sur laquelle je me suis concentrée au cours de ma thése est la transition d’'un
état hyperplasique vers un état dysplasique, plus agressif. Si les propriétés
meécaniques intrinséques des cellules ont particulierement été étudiées pour leur réle
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
méme montré chez la souris que 'augmentation de contractilité des cellules, via une
activation de ROCK, accélere I'évolution de papillomes en carcinomes, des tumeurs
plus agressives (Samuel et al., 2011). Néanmoins, dans cette étude les critéres 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 meécaniques dans la progression tumorale, via la
prolifération, I'évolution ou la dissémination de métastases. Avec I'ensemble de ces
résultats, je propose en Figure 21 un modéle hypothétique de I'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 a l'inverse plutdét médiée par
une souplesse de la cellule, qui lui permettrait de s’extravaser et de s’intravaser dans
les différents tissus, méme si certaines études présentent des résultats contradictoires.
En paralléle, la rigidité croissante de la MEC joue également un réle sur I'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 ?
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Figure 21 : Modéle hypothétique de I'impact mécanique sur la progression tumorale

Résumé de I'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 incontrélée 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 fagon générale, I'étude de la progression tumorale est souvent réalisée sur des
cellules en culture méme si d’autres modéles se développent de plus en plus. Ainsi, la
co-culture entre différents types cellulaires, les organoides, 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 tumorigénése, il est essentiel de les
combiner a des études réalisées sur des organismes modeéles. En effet, chaque
modele, qu’il s’agisse de cellules en culture ou d’organismes modeéles, présente ses

avantages et ses inconvénients mais les deux restent complémentaires.

4 La drosophile comme organisme modéle d’étude de Ila

tumorigéneése

Parmi les organismes modeles 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 étre un modéle particulierement intéressant pour étudier

cet aspect, comme nous allons le voir.

Aussi appelée mouche du vinaigre, la drosophile est un organisme modéle 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 codt, sa rapidité de reproduction ou encore le grand nombre d’individus que I'on
peut obtenir rapidement en font un modéle trés facile a utiliser et manipuler. Ce modele
présente également de gros atouts au niveau génétique. Si de nombreux outils
génétiques (lignées ARNI, lignées rapportrices, mutants...) sont a disposition de la
communauté, c’est le systéeme UAS/Gal4 et les autres systémes du méme genre (LexA
et QF) qui font de la drosophile un modeéle particulierement puissant (Brand and
Perrimon, 1993; Potter and Luo, 2013; Yagi et al., 2010). En effet, ces systémes
permettent d’exprimer un transgéne (ARNi, GFP, etc...), dans des domaines

spécifiques afin de suivre facilement leurs effets, au sein d’un territoire d’intérét.

Comme mentionné précédemment, la drosophile présente I'avantage d’avoir un

développement plutét rapide qui dure environ 11 jours a 25°C. Aprées un accouplement,
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la femelle pond des ceufs 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 particulierement importante et auquels je me suis
intéressée. Vient ensuite la métamorphose, stade qui dure environ 5 jours pendant
lequel I'individu s’entoure d’'un cocon appelé pupe jusqu’a ce que lI'adulte sorte (Figure
22).

Figure 22 : Le cycle de développement de la drosophile

Le cycle de développement dure environ 11 jours a 25°C. Aprés I'accouplement, la femelle drosophile
pond des ceufs desquels sortiront des larves au bout de 24h. Aprés 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 prét a 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 étre
reproduits chez la drosophile, I'étude de la fonction d’'un ou plusieurs génes sur la
prolifération est au contraire trés facile a mettre en ceuvre chez cet organisme. En
effet, si chez les mammiféres le développement d’'un cancer nécessite souvent
plusieurs mutations qui s’accumulent avec le temps, chez la drosophile, I'induction
d’'un cancer peut se faire a partir d'une seule mutation, rendant I'analyse et la

compréhension du processus plus simple.
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De plus, de nombreux mécanismes et voies de signalisation sont conservées entre
'Homme et la drosophile. Par exemple, 75% des génes mutés ou délétés impliqués
dans des pathologies humaines ont leurs homologues chez la drosophile (Mirzoyan et
al., 2019). Par ailleurs, de nombreux génes impliqués dans la formation de cancers
chez ’'Homme ont d’abord été identifiés chez la drosophile comme responsables de la
formation de tumeurs. L’'exemple du gene le plus souvent cité pour illustrer ce fait est
l'identification du gene lethal giant larvae (Igl) dans les années 1930. Ce géne, impliqué
dans la polarité apico-basale induit, lorsqu’il est muté, la surprolifération importante
des tissus puis conduit a la mort de l'individu (Bryant and Schubiger, 1971; Froldi et
al., 2008; Gateff, 1978). Igl est donc le premier gene suppresseur de tumeurs identifié
chez la drosophile. Des résultats similaires ont été obtenus avec les interacteurs de
Lgl, DIg 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 '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 I'adulte (B) pour induire la
formation de tumeurs. Adapté de (Gonzalez, 2013)

Si les cancers peuvent se développer a partir de plusieurs tissus différents chez
’homme, il est également possible d’induire des mutations dans différents tissus chez
la drosophile grace au systéme UAS-Gal4 ; que cela soit chez la larve ou chez I'adulte.
Par exemple, en induisant certaines mutations spécifiquement au niveau des muscles,

des précurseurs hématopoiétiques chez la larve ou encore des cellules de l'intestin
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chez [l'adulte, il est possible de reproduire jusqu’a une certaine limite des
myosarcomes, leucémie aigie myéloide et cancer de lintestin respectivement
(Gonzalez, 2013; Tipping and Perrimon, 2014) (Figure 23).

Au cours de ma thése, je me suis particulierement intéressée aux cancers issus de
cellules épithéliales, que I'on peut facilement reproduire dans des structures que I'on

appelle les disques imaginaux.

Figure 24 : Les disques imaginaux chez la drosophile

(A) Les disques imaginaux sont des structures que I'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 particuliéres que I'on trouve chez la larve
et qui, au cours de la métamorphose, se transforment pour donner les différents
appendices chez I'adulte comme les ailes et les pattes (Figure 24A). lIs 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 I'épithélium, reliées entre elles par des jonctions intercellulaires et reposant
sur une matrice extracellulaire présentent une organisation trés similaire a ce que I'on
trouve chez les mammiféres, bien que la position respective selon I'axe apico-basal
des jonctions adhérentes et des jonctions serrées (que I'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

mammiféres
Schémas représentant les jonctions intercellulaires chez la drosophile ou les jonctions adhérentes et
serrées sont inversées par rapport aux mammiféres.

Au cours de ma thése, jai utilisé le disque imaginal d’aile. Il est constitué de trois
régions : la zone précurseur de l'aile (qui donnera I'aile chez I'individu adulte), la région
charniére (qui servira d’attache entre l'aile et le thorax) et la zone du notum (qui
donnera une partie du thorax chez I'adulte (Figure 24B). Pour mes travaux, j'ai utilisé
plus particulierement la région précurseur de I'aile (Figure 24B, en vert) qui présente
lavantage d’étre simple a manipuler, relativement étendue (ce qui permet de
s’affranchir d’'un phénoméne de compétition cellulaire) et qui ne présente pas
d’interactions avec d’autres types cellulaires contrairement a la région du notum qui

repose sur des myocytes par exemple (Figure 24B, en orange).

La drosophile est donc un modele particulierement intéressant pour étudier la
tumorigénése. 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 incontrélée

Chez la drosophile, de nombreuses mutations ont été identifiées comme responsables

de l'apparition d’'une tumeur a la suite d’une prolifération incontrdlée. Par exemple, la
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mutation RasV'? de I'élément Ras de la voie des MAPK/ERK qui est fréquemment
observée dans de nombreux cancers chez 'lHomme (Bos, 1988), conduit aussi a la
formation de tumeurs hyperplasiques chez la drosophile (Karim and Rubin, 1998). De
plus, il est également possible de jouer a d’autres niveaux de cette méme voie, par
exemple en surexprimant le récepteur EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)
(Herranz et al., 2016). Si la voie des MAPK/ERK a été particulierement étudiée, la
perturbation d’autres voies de signalisation peut aussi conduire a la formation de
tumeurs. Par exemple, une mutation activatrice au niveau de Notch, un récepteur
protéique impliqué dans de nombreux processus développementaux, conduit a 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 trés
fréquentes dans les cancers chez I'homme (Zhou et al., 2022). Egalement, des
mutations au niveau des différents acteurs de la voie de signalisation Hippo (Figure
27), frequemment affectée dans les cancers, conduisent a 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 a la formation de
tumeurs hyperplasiques, I'environnement des cellules tumorales, particulierement les
interactions avec d’autres types cellulaires, tout comme chez les mammiféres, peut
avoir une certaine importance dans la prolifération des cellules tumorales chez la
drosophile. Sila drosophile ne posséde pas de fibroblastes, d’autres types cellulaires
autour de la tumeur ont été montrés comme influencant la progression tumorale. Par
exemple, dans un modele 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 a l'activation de Notch dans les myocytes qui surproliferent et
participent a 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
I'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 I'environnement est distinct (Yang et al., 2019).

De facon 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 I'apoptose des cellules anormales. Néanmoins, si en induisant I'apoptose, la
voie JNK a longtemps été considérée comme une voie antitumorale, de plus en plus
d’études montrent que bien souvent, son réle 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 I'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
(Gonzalez et al., 2009; Harrison et al., 1995; Yang et al., 2019).

Enfin, des études montrent que certains composants du cytosquelette d’actine
pourraient également étre impliqués dans la tumorigénése. 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 RasV'?/scrib
I- dans lesquelles son inhibition ralentit trés fortement la prolifération des cellules
tumorales (Kuilshammer and Uhlirova, 2013; Kilshammer et al., 2022). Egalement,
une autre étude a démontré que la coopération entre RhoGEF2, un régulateur de la
Myosine-Il, et une forme activée de Ras conduit a I'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 identifiétes comme étant responsables de
lapparition 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 a 'apoptose

Si 'hyperplasie est le résultat d’'une surprolifération, elle peut aussi étre due a une
diminution de I'apoptose qui peut amplifier ce phénoméne et prévenir I'élimination des
cellules. Chez la drosophile, la cascade apoptotique est assez similaire a celle des
mammiféres, bien que légérement plus simple. Plusieurs voies de signalisation
peuvent conduire a I'apoptose en activant notamment les génes pro-apoptotiques hid,
reaper et grim. Une fois activés, Hid, Reaper et Grim peuvent, en se fixant a Diap1
(Drosophila IAP) I'inhiber comme chez les mammiferes. Cette inhibition permet ainsi
I'activation des caspases parmi lesquelles on trouve par exemple Dronc, une caspase
activatrice qui va, a son tour, activer les caspases effectrices comme Dcp1 et Ice qui
vont ensuite, en agissant sur différentes cibles induire I'apoptose (Figure 26) (Fuchs
and Steller, 2015).

Figure 26 : La cascade apoptotique chez la drosophile

La cascade apoptotique chez la drosophile est trés similaire a celle des mammiféres, bien que plus
simple. A la suite d’'un stimulus apoptotique, les génes 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 paralléle, I'activation des trois génes pro-
apoptotiques induit I'activation de Buffy qui peut inhiber Debcl (I'équivalent de Bcl2 chez les
mammiféres) et induire l'activation de Ark, un composant de I'apoptosome. Adapté de (Fuchs and
Steller, 2015)
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La drosophile permet également de reproduire le phénoméne de résistance accrue a
I'apoptose dans les cellules tumorales. Dans une étude réalisée sur le disque imaginal
d’ceil-antenne, I'induction de clones mutants pour /gF-, en plus d’induire la formation
de tumeurs, perturbe le patron normal d’apoptose suggérant que la mutation Igl”-
inhiberait I'apoptose (Grzeschik et al., 2007). Si dans ce contexte, la diminution de
I'apoptose induite par la mutation Igl”- n’est pas spécialement étudiée, d’autres études
ont toutefois identifié certains des mécanismes par lesquels les cellules tumorales
développent une résistance accrue a I'apoptose, notamment via des études réalisées

sur la voie Hippo.

La voie Hippo est une voie de signalisation particulierement importante dans le
contréle de la taille des organes en régulant a 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, I'inhibition des trois
kinases permet I'activation et la translocation du facteur de transcription Yorkie (Yki)
(homologue de YAP chez les mammiféres) dans le noyau qui induit I'expression de
génes cibles comme la Cycline E pour favoriser la prolifération cellulaire mais
également Diap1 pour empécher I'apoptose (Figure 27) (Davis and Tapon, 2019).
Dans les cancers, les mutations au niveau de cette voie sont particulierement
nombreuses (Harvey et al., 2013), menant principalement a 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 a une surprolifération des tissus et donc a la formation de
tumeurs ainsi qu’une forte résistance a I'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
I'apoptose via la surexpression de Diap1, le fait également via I'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 a la fois sur la prolifération et sur

I'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 a 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 I'activation de Yorkie, sa translocation dans le noyau qui
permet la transcription des génes cibles parmi lesquels on retrouve la Cycline-E, induisant la
prolifération, Diap1 et bantam conférant une activité anti-apoptotique. Cette voie de signalisation est
trés souvent mutée dans les cancers, a 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 'activation de la voie des MAPK et particulierement I'activation de Ras
prévient 'apoptose induite par le géne hid (Bergmann et al., 1998; Kurada and White,
1998). Egalement, 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 (dés 15 minutes) l'inhibition de I'apoptose dans les cellules voisines (Valon
et al., 2021). Les mutations de Ras et de EGFR, notamment celles induisant leur
activation étant particuliérement fréquentes dans les cancers, ces études ouvrent peut-
étre la voie vers l'identification de nouveaux mécanismes par lesquels les cellules
tumorales acquerraient une résistance accrue a I'apoptose, via Ras qui préviendrait
'apoptose en réprimant le géne pro-apoptotique hid ou via EGFR par un mécanisme
encore indéterminé. Ces différents exemples permettent de mettre en évidence que,

tout comme chez les mammiféres, les cellules tumorales sont capables de jouer a
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différents niveaux, que ce soit au niveau transcriptionnel ou au niveau post-
traductionnel pour induire une résistance accrue a I'apoptose, un phénoméne

favorisant la croissance tissulaire lors des hyperplasies.
4.2 La formation de tumeurs dysplasiques

Si la prolifération incontrélée est a I'origine des tumeurs hyperplasiques, c’est-a-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 a 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 Igl, scribble, dlg, bazooka ou encore aPKC ont donc été
associées a la formation de tumeurs dysplasiques (Bilder, 2004; Dow et al., 2007;
Leong et al., 2009; Ling et al., 2010). D’autres mutations de génes suppresseurs de
tumeurs, comme Syntaxine 7 (Syx7), aussi appelé Avalanche ont également été
montrées comme induisant la formation de tumeurs dysplasiques suite a une
perturbation de I'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 incontrélée comme RasV'? ou EGFR
combinées a des mutations induisant une perte de polarité apico-basale conduit a la
formation de tumeurs particulierement agressives pouvant méme évoluer jusqu’a 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 méme cellule tumorale pour que cela
induise une tumeur agressive. Néanmoins, il existe une coopération entre cellules

tumorales : induire cote a cote des cellules mutantes pour RasV'? et pour scrib” suffit
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a induire la formation de tumeurs particulierement 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’ceil-antenne et les lobes optiques, marquées a la GFP, au niveau du complexe céphalique
(A) et a I'échelle de I'individu (B). Des tissus controle marqués a la GFP sont montrés a gauche. A la
suite de certaines mutations (ici, la mutation RasV'?), les disques imaginaux proliferent 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, fleche blanche) et former des métastases que I'on peut
observer au postérieur de la larve (ici, suite a la combinaison de mutations rasV'?, scrib”) (B, panel de
droite, téte de fléche). Adapté de (Pagliarini and Xu, 2003).

4.2.2 Facteurs qui influencent les tumeurs dysplasiques

Enfin, si les mutations en elles-mémes sont responsables de la formation de tumeurs
dysplasiques, certains mécanismes additionnels comme des cellules du

microenvironnement par exemple peuvent amplifier 'agressivité de la tumeur.
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Par exemple, des études ont montré que suite a I'induction de tumeurs dysplasiques
causées par la combinaison de mutations rasV'?/scrib”-, des macrophages (appelés
hémocytes chez la drosophile) sont recrutés et activés a proximité de la tumeur suite
au relargage de ROS (« reactive oxygen species », Espéces Reéactives a 'Oxygéne)
par les cellules tumorales. lls montrent également que ce recrutement d’hémocytes
favorise la prolifération des cellules tumorales, accroissant I'agressivité de la tumeur
(Bergmann et al., 2017; Diwanji and Bergmann, 2020). Néanmoins, le role des
hémocytes semble étre plus compliqué que simplement pro-tumoral et peut-étre
dépendant des tumeurs. En effet, une autre étude montre que I'élimination des
macrophages dans un méme modéle de tumeur RasV'?/scrib’, conduit a 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 réles a la fois pro- et anti-tumoraux pourraient faire écho a ce qui a été observé
chez les mammiféres. En effet, chez les mammiféres les macrophages peuvent étre
activés de différentes maniéres 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 plutét été associés a 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 maniére
différentielle. En effet, d’un c6té, 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 a fait
possible que la voie par laquelle les hémocytes sont activés conduise in fine a un role

pro ou antitumoral selon les cas.

De facon 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 I'homme, la perte de polarité apico-basale, a lorigine du phénotype
mésenchymateux des cellules et de la formation de tumeurs dysplasiques, est une
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conseéquence 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 caractere évolutif des tumeurs. En effet, un point
crucial dans la compréhension de la tumorigénése repose sur l'identification des
mécanismes deérégulés 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, particulierement I'expression d’une
enzyme lactate déshydrogénase (LDH), dans les cellules tumorales pouvait induire la
conversion d’'une tumeur hyperplasique en tumeur dysplasique. lls réalisent également
'expérience inverse et montrent que l'inhibition de cette enzyme dans un contexte
normalement agressif empéche ['évolution de cette tumeur. Ces expériences
démontrent ainsi le réle particulierement 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, étre influencées par des éléments
extérieurs a 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 modéle qui permet également de reproduire des étapes
beaucoup plus tardives associées au cancer, c’est-a-dire la formation de métastases

ou encore la cachexie, un symptéme 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 a induire des mutations au niveau du disque

imaginal d’ceil-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 a I'échelle tissulaire, il est impossible de dire quel est le phénotype des
cellules en question. De plus, méme si des cellules se retrouvent au niveau de la corde
ventrale, il est tout a fait envisageable qu’il s’agisse simplement du résultat d’'une

surprolifération particulierement importante qui finit par atteindre la corde ventrale.

Les métastases, eux, sont le résultat de I'acquisition de propriétés migratoires par les
cellules tumorales qui peuvent donc migrer hors de la tumeur primaire pour aller former
ailleurs dans I'organisme des tumeurs secondaires. Bien que la drosophile posséde
un systeme circulatoire ouvert contrairement a ’homme qui posséde un systéme de
vaisseaux sanguins et lymphatiques, il est tout a fait possible d’y étudier la formation
de métastases. Pour cela, la stratégie la plus souvent utilisée est I'induction d’une
tumeur au niveau des disques d’ceil-antenne et des lobes optiques du cerveau puis,
en utilisant une GFP qui est spécifique des cellules tumorales (grace au systéme 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’'ceil-antenne et ils ont observé
quelques jours plus tard la présence de points marqués a la GFP dans la zone
postérieure de la larve, montrant que les cellules induites dans le disque d’ceil-antenne

ont bien migré a travers 'organisme (Figure 28B) (Pagliarini and Xu, 2003).

Néanmoins, si les métastases sont a 'origine d’'un grand nombre de décés dans les
cas de cancer, la cachexie, un symptdme associé a des stades avancés peut

également diminuer fortement le pronostic de survie.

4.3.2 La cachexie, un symptéme associé au cancer

La cachexie est un symptdbme particulierement sévére associé a de nombreuses
maladies dont le cancer fait partie. |l s’agit de la « fonte » des muscles et du tissu
adipeux, causant ainsi une importante fatigue et un amaigrissement de l'individu,

souvent associé a des stades avancés de cancers. Conséquence du développement

73



d’'un cancer, la cachexie, en affaiblissant grandement 'individu, serait responsable de

20% des décés observés dans les cancers (Fearon et al., 2013).

Chez la drosophile, certains contextes génétiques permettent de reproduire ce
phénoméne 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 rasV'?/scrib’- transplantée dans I'abdomen d’'une mouche
sauvage induit la dégénérescence des ovaires et des muscles, et donc de la cachexie.
lls 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 I'héte en inhibant I'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 réle de ImpL2 dans l'induction de la
cachexie. lls montrent qu'une déplétion de ImpL2 permet de sauver le phénotype
associé a la cachexie (Kwon et al., 2015). Enfin, une étude plus récente a permis de
montrer que des tumeurs RasV'?/dIgRNA! 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 modéle
permettant de reproduire de nombreux aspects de la tumorigénése afin de les étudier
dans un modéle plus simple que chez les mammiféres. En Figure 29, je propose un
bilan des données connues sur la tumorigénése chez la drosophile. Un certain nombre
de choses sont connues, méme si la plupart du temps, ces études font référence a
une augmentation de la prolifération des cellules tumorales. Si de nombreuses
mutations ou combinaisons de mutations ont été identifi€es 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, trés peu de
choses sont connues en ce qui concerne les mécanismes responsables de I'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 tumorigénése 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 a I'impact de parameétres
additionnels dans la tumorigéneése. Les points d’interrogation pointent les étapes peu voire non étudiées chez cet organisme modéle.
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Objectifs de la these

Le cancer est une pathologie qui représente la premiere cause de mortalité
prématurée en France. Se développant souvent a partir de cellules épithéliales, les
cancers, appelés carcinomes dans ce cas-la, se développent au travers de trois
grandes étapes successives, de plus en plus agressives : I'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
incontrélée 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-a-dire au moment de la
formation des métastases, c’est en réalité un processus qui commence dés la
formation de tumeurs dysplasiques lorsque les cellules commencent a 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 identifi€s comme responsables de la
TEM dans un contexte tumoral, de plus en plus d’études montrent que I'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 particulierement prometteur, est difficile

a étudier sur certains modeles.

La drosophile est aujourd’hui devenue I'un des modeles incontournables pour étudier
la tumorigénése 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 paramétres et de suivre
I'évolution des tumeurs. Néanmoins, les études réalisées chez la drosophile, si elles
sont fréquemment focalisées sur I'identification de mutations génétiques responsables
de l'apparition de tumeurs, portent rarement sur la compréhension de I'évolution

tumorale.
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C’est pourquoi, au cours de ma thése, en utilisant le modéle 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 : I'impact des propriétés mécaniques et 'importance

de la mort cellulaire.

Figure 30 : Objectifs de la thése

Au cours de ma thése 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 incontrolée de cellules anormales qui
peuvent a terme coloniser d’autres organes. Si pour beaucoup, la progression
tumorale est associée a la prolifération ou a 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 étre 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 contrdle de la TEM par le microenvironnement commence a étre caractérisé
(libération de facteurs tels que TGFB, TNFa), il émerge de plus en plus que
'environnement mécanique a également son importance dans le contréle 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 a
'induction de la TEM sur des cellules en culture (Mekhdjian et al., 2017; Wei et al.,
2015). Toutefois, il semblerait que les propriétés intrinséques des cellules soient
également importantes dans le contréle de la TEM. En effet, des études ont montré
I'importance du métabolisme dans le contrdle 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 intrinseques des cellules tumorales permettant la TEM sont
encore mal connues. Etant donné I'importance de ce mécanisme dans la progression
tumorale, notre but a été d’identifier des facteurs intrinseques, responsables de la TEM

dans un contexte tumoral.

Pour cela, nous avons utilisé le modéle de la drosophile et particulierement 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 premiére partie les résultats qui ont permis
l'identification de deux nouveaux facteurs intrinséques contrélant la TEM dans un
contexte tumoral. Ces travaux font I'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 Maéva Sautron, étudiante
en Master 1 que jai encadrée avec Bruno Monier et qui portait sur le rbéle des

Métalloprotéinases de la Matrice dans les tumeurs chez la drosophile.
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1 Identification de deux nouveaux facteurs intrinséques inducteurs

de la transition épithélio-mésenchymateuse chez la drosophile

1.1 Un modele pour étudier I'évolution tumorale

Pour induire la formation de tumeurs, jai utilisé un contexte de diminution de la
Syntaxine 7 (Syx7RNA) 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 Syx7RNA!
au niveau cellulaire et tissulaire étant manquante dans la littérature, j’ai commencé par
caractériser I'’évolution de ces tumeurs avec une résolution de 12/24 heures. Pour cela,
ma méthodologie consiste a 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 a température contrélée (ici 25°C) le temps
indiqué « aprés dép6t de I'ceuf » (ADO) (Figure 31A). Ce protocole me permet ainsi
d’obtenir une résolution temporelle trés précise et stéréotypée puisque toutes les
tumeurs ont le méme &ge a 3 heures prés pour un temps donné (Figure 31A). Au
niveau tissulaire, les disques Syx7RNAI sont similaires aux disques contréle a 96h ADO
(Figure 31B). Puis, ils grossissent rapidement pour étre plus gros que les disques
contréle a 108h ADO avant d’adopter une morphologie plus ronde a 120h ADO (Figure
31C). A 120h ADO, les larves contrdle rentrent en métamorphose, arrétant ainsi la
prolifération. Toutefois, dans le contexte Syx7RNA |a métamorphose est bloquée
(Colombani et al., 2012) permettant aux disques de continuer de croitre jusqu’a former

une grosse masse a 144h ADO (Figure 31C).

Pour caractériser de fagon détaillée au niveau cellulaire la progression des tumeurs
Syx7RNA - 'aj utilisé une combinaison de différents marqueurs de I'organisation
épithéliale : la présence de jonctions adhérentes (Ecad), de jonctions septées (DIg),
de jonctions cellule/matrice extracellulaire (MEC) (Taline, Rhea chez la drosophile et
B-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 Syx7RNA 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 a 25°C, ce qui correspond a t0. Les individus sont
ensuite disséqués a différents temps aprés dépot de I'ceuf. (B) Vues générales de disques contrdle
(haut) et de tumeurs Syx7RNAi (bas). La zone tumorale dans laquelle s’exprime le Syx7RNAT exprime
également un nls-GFP. (C) Vues générales de disques controle (haut) et de tumeurs Syx7RNAi (bas)
pour différents temps aprés dépét de I'ceuf (ADO). A 120h ADO, la métamorphose est initiée dans le
contréle, ce qui entraine un arrét de la prolifération et induit des changements morphologiques
drastiques du disque, empéchant la comparaison avec les disques tumoraux a partir de ce stade
puisque chez eux la prolifération continue et les changements de morphologie tissulaire n’ont pas lieu.
La zone entourée correspond a la zone précurseur de l'aile dans laquelle la tumeur est induite. Le
nombre de disques analysés pour chaque contexte est le méme qu’en figure 2. Barre d’échelle 50um.

De facon intéressante, si toutes les cellules sont strictement épithéliales a 96h ADO
dans le contexte Syx7RNAT (Figure 32A, B), jai observé l'apparition de quelques
tumeurs dysplasiques, contenant de petites zones de cellules quasi-
mésenchymateuses a 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 a un état quasi-
mésenchymateux (que je nommerai mésenchymateux par la suite), qui est donc initiée
a 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, téte de fleche). Ces structures,
normalement strictement apicales (Ecad) et basales (Taline) se trouvant a 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 suggére donc que les petites accumulations de Ecad

restant ne seraient plus complétement fonctionnelles.

Ainsi, cette caractérisation détaillée m’a permis de voir que les tumeurs Syx7RNAi
sont d’abord épithéliales, puis que certaines deviennent partiellement

mésenchymateuses a partir de 108h ADO (Figure 32C, D).

Cette caractérisation temporelle détaillée est le point d’entrée pour I'identification de
facteurs permettant la transition d’'une tumeur hyperplasique vers une tumeur
dysplasique, plus agressive. En effet, dans le cas des tumeurs Syx7RNA |es premiéres
tumeurs dysplasiques sont observées a 108h ADO. Des facteurs responsables de
cette transition pourraient donc étre 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 I'organisation des tissus controle (A) et des tumeurs Syx7RNA (B) a 96h aprés dépot
de I'ceuf (ADO), avant la TEM et a 120h ADO aprés la TEM. Apres la TEM, les cellules deviennent
mésenchymateuses avec (1) une perte de la polarité apico-basale (révelé par Bazooka en F, 3-PS en E), (2)
une relocation de la F-actine autour du cortex des cellules aprés la TEM (E). J’ai également noté la présence
de dots voisins de Ecad et de Taline, ce qui révéle une perte de polarité apico-basale (B, téte de fleche), (C,
D) Histogrammes montrant la répartition des phénotypes au cours du temps pour des disques contrble (C)
et des tumeurs Syx7"NA (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 I'organisation
des tissus contrdle (haut) et des tumeurs Syx7"NA avec différents marqueurs de I'organisation épithéliale.
Barre d’échelle : 10um. Le nombre de disques analysés respectivement pour 96h, 108h, 120h, 140h est de
77,22, 17 pour le contréle (C) et de 46, 15, 26, 31 pour le contexte Syx7™NA (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 €léments les plus décrits
dans la littérature comme inducteurs de la TEM dans les tumeurs, c’est-a-dire les
éléments du microenvironnement (Dongre and Weinberg, 2019). Tout d’abord,
puisque nous avons utilisé le modele de la zone précurseur de 'aile du disque imaginal
d’aile, cela exclut toute interaction avec d’autres cellules. En effet, contrairement a la
région du notum ou (1) les trachées (le réseau de tubes qui délivrent directement
I'oxygéne 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 I'avantage d’étre relativement
homogéne au niveau de I'expression du Syx7RNAI En effet, I'expression d'une GFP
nucléaire concomitante a l'expression du Syx7"NA montre que toutes les cellules du
domaine manipulé expriment les transgénes, 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 systéeme immunitaire qui jouent un role
majeur dans les tumeurs mammiféres (Dongre and Weinberg, 2019). Chez la
drosophile, il est décrit que dans un modéle de tumeur induite dans le disque imaginal
d’'ceil-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 déja dysplasiques a 120h ADO (Figure 33D’), suggérant que les

macrophages ne seraient pas a 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 a 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’a 96h ADO la MEC est toujours présente mais qu’elle est
dégradée a 120h ADO, apres la TEM (Figure 33C). Néanmoins, pour vérifier que la
MEC n’est pas modifiée a 96h ADO, jai mesuré l'intensité de fluorescence d’'un des
composants de la MEC, le collagene-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 a un disque contrdle
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 plutét une

conséquence qu’une cause de la TEM.

Dans un second temps, je me suis également intéressée au rdle potentiel du
métabolisme. En effet, Eichenlaub et al ont montré que surexprimer '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 + psgkRNA normalement dysplasiques, linhibition de LDH est
suffisante pour bloquer la TEM (Eichenlaub et al., 2018). Néanmoins, dans notre
contexte, l'inhibition de LDH, en utilisant le méme outil qu’Eichenlaub et al., n’influence
pas I'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

I'induction de la TEM associée a la progression des tumeurs Syx7RNAi

(A) Vues générales d’un disque controle (haut) et Syx7RNA! (bas) qui exprime un nls-GFP (B) Zooms de
la zone précurseur de I'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 controle et Syx7RNAi
avec Ecad (anticorps) et Collagéne IV (lignée knock-in RFP). (C’) Quantification de lintensité de
fluorescence de la MEC dans des disques controle et Syx7RNA au cours du temps en fonction du
phénotype de la tumeur. Comme observé sur les coupes sagittales, la matrice n’est pas modifiée a 96h
ADO, avant la TEM mais elle est dégradée aprés la TEM. Le nombre de disques analysés pour la
condition controle et Syx7RNAi respectivement : 15 et 12 a 96h ADO, 11 et 25 a 108h ADO, 16 et 22 a
120h ADO. (D-D’) Caractérisation du recrutement des macrophages. (D) Vues générales de disques
contréle et de tumeurs Syx7RNA 3 96h ADO, avant la TEM et a 120h ADO, apres 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 contrdle et Syx7RNAi respectivement est de 20 et 11 a 96h ADO, 19 et 23 a
108h ADO et 18 et 16 a 120h ADO (E) Zoom d’une tumeur Syx7RNA sans (+LacZ) et avec modification
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du métabolisme via l'inactivation de I'enzyme LDH (+LdhRNA), Le marquage des jonctions septées (DIg)
et de la F-actine nous permettent de classer les phénotypes observés et d’obtenir 'histogramme en (E’).
(E’) Histogramme de répartition des phénotypes avec et sans modification du métabolisme. On observe
que dans les tumeurs Syx7RNAi [‘inactivation de LDH n’a pas d’effet sur la TEM. Nombre de disques
analysés : LacZ, n=8 et LdhRNA n=9. Barre d’échelle (A), (D) 50um et (B) 10um.
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Ainsi, ni les éléments du microenvironnement, comme les macrophages et la
MEC, ni le métabolisme ne semblent jouer un réle majeur dans I'induction de la

TEM associée a la progression des tumeurs Syx7RNA:
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 a la caractérisation des propriétés
intrinséques des cellules tumorales et notamment aux propriétés mécaniques de ces
cellules. En effet, jai remarqué la présence inattendue d’'une forte accumulation de F-
actine dans toute la zone précurseur de l'aile du contexte Syx7RNA par rapport a un
disque contréle a 96h ADO (Figure 34A), suggérant ainsi une modification des
propriétés meécaniques du tissu. Aussi, pour tester cela, j'ai regardé la répartition de
Myosine-Il 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-Il au niveau subcellulaire, j’ai constaté
que la F-actine et la Myosine-Il était principalement accumulées au niveau des
jonctions adhérentes (Figure 34C-F). Si jai également constaté une légere
accumulation de Myosine-Il au niveau basal de I'épithélium d’environ 15% (Figure
34F), je me suis néanmoins concentrée sur '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 I'ablation laser sur la lignée Knock-
in Ecad-GFP dans des disques controles et dans des disques Syx7RNA' 3 96h ADO
(Figure 34G-l). De fagon intéressante, la vitesse initiale ainsi que I'amplitude du
relachement des vertex aprés ablation étaient nettement plus importantes dans les
disques Syx7RNAI par rapport aux disques contrbles (Figure 34H-I), témoignant d’une
modification des propriétés physiques des jonctions adhérentes dans les disques
Syx7RNAL
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Figure 34 : Une augmentation de la tension jonctionnelle précéde la TEM dans

les tumeurs Syx7RNAi

(A) Vues générales de disques controle (A) et Syx7RNA (B) marqués pour la F-actine (phalloidine) et
exprimant Myosine-II-GFP endogéne a 96h ADO. (C-C”, D-D”) zooms des images prises en (A) qui
permettent de visualiser 'accumulation de F-actine (D) et de Myosine-ll au niveau des jonctions
adhérentes (D’, D”) dans les tumeurs Syx7RNAI par rapport aux disques controle (C-C”). (E-F)
Quantifications de la F-actine et de la Myosine-Il au niveau apical et basal dans des disques contrdle
(gris) et des disques Syx7RNAi (bleu). Le nombre de disques analysés pour la condition controle et
Syx7RNA 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-Il (F), (G-I) Analyses par ablation laser des propriétés
mécaniques des tumeurs Syx7RNA (G) Exemples d’'images obtenues avant et aprés ablation laser sur
les jonctions adhérentes. (H) Quantification de la vitesse initiale aprés ablation laser dans des disques
contréle (gris) et Syx7RNAi (bleu). (I) Courbes de relachement des vertex aprés ablation dans les mémes
contextes génétiqgues. Le nombre de disques analysés pour la condition controle et Syx7RNAi
respectivement 33 et 23 pour la vitesse initiale (H) et 33 et 29 pour 'amplitude de relachement des
vertex (). Barre d’échelle A 50um, C-D” 10um, G 2um. Test statistique E, F basal, | 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 Syx7RNA' présentaient une augmentation
d’actomyosine associée a une augmentation de tension spécifiquement au
niveau des jonctions adhérentes, par rapport a un disque contréle 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 réle sur la

progression tumorale ?

Par la suite, jai voulu tester le role de cette augmentation de tension jonctionnelle sur
I'évolution des tumeurs Syx7R"NA Pour cela, j'ai cherché a diminuer cette tension

jonctionnelle et voir si cela affectait la TEM observée dans les tumeurs Syx7RNAL

1.4.1 Stratégies pour diminuer la tension jonctionnelle

Pour diminuer la tension jonctionnelle, jai d’abord testé un certain nombre d’outils
dans un disque développemental contréle pour voir leur efficacité. Ces outils ont pour
but d’affecter différents composants de la cascade de régulation de la Myosine-Il :
RhoRNA ROKRNAI ZipRNAI gqhRNA MBS-N300surexpression  zinbN (Figure 35).

Figure 35 : Cascade de régulation de la Myosine-ll
Sont indiqués sur la cascade les différents outils testés pour inhiber la Myosine-Il.
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Le but ici était d’identifier un outil permettant une déplétion partielle de la Myosine-ll,
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-Il (Figure 36A) et ceux qui au
contraire montraient une tres forte déplétion de la Myosine-Il dans la zone précurseur
de laile (Figure 36A, B). Je n’ai pas pu quantifier la Myosine-Il dans le cas de I'outil
zipPN car étant fusionné a la GFP qui forme des agrégats, je n'ai pas pu visualiser la

myosine-GFP endogéne (Figure 36A, « non analysable »).

Parmi les outils testés, je n’ai donc pas réussi a identifier celui permettant une déplétion

partielle de la Myosine-Il : soit il n'y avait pas d’effet, soit la déplétion était compléte.

Figure 36 : Stratégies pour diminuer la tension jonctionnelle

(A) Quantification (n>4 pour chaque condition) des niveaux de Myosine-Il 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-Il apicale et deux RNAi sqhRNAi33892 gt ZjpRNAIBS947 quj sont trés efficaces et
permettent une déplétion totale. Ces contextes sont montrés en (B). (B) Coupe de disques d’aile qui
expriment le sqhRNAIB3892 (haut) ou le zipRNABS947 | g zone entourée délimite la zone dans laquelle les
RNAI sont exprimés. On observe une trés forte déplétion de la Myosine-Il. Barre d’échelle 50um.

1.4.2 Une stratégie alternative : induire la dégradation de la Myosine-I|

Les RNAI dirigés contre les différents composants de la cascade de régulation de la
Myosine-Il testés n’ayant pas permis d’induire une diminution contrélée et raisonnable
de la tension jonctionnelle, jai donc par la suite adopté une stratégie différente :
I'utilisation d’'un GFPRNA dans un contexte endogéne Myosine-II-GFP. Ce RNAIi permet
une dégradation de la GFP et en l'utilisant dans un contexte Myosine-II-GFP, il permet
une dégradation de la Myosine-Il associée a la GFP. Chez la drosophile, le géne
codant pour la chaine 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 géne tandis que les
males 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’altére pas l'intégrité du tissu tandis
que chez les males, la totalité de sqh-GFP est dégradée, conduisant ainsi a 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-Il
et ce, sans affecter I'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-l
(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-Il. (C) Zooms de tumeurs Syx7RNAi contrdle (haut) et avec un GFPRNA
(bas). La zone délimitée montre des zones néoplasiques dans les deux contextes. Barre d’échelle B,
50um et C, 10um.

En utilisant ce GFPRNA dans les tumeurs Syx7RNA j’ai pu constater que, comme dans
un disque développemental, la déplétion de la Myosine-II-GFP était particulierement
efficace (Figure 37C). De plus, jai également constaté la présence de cellules
mésenchymateuses, comme dans un disque Syx7RNA contréle (Figure 37C), semblant
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indiquer que la déplétion de Myosine-II-GFP n’a pas d’'impact sur la TEM associée a
la progression tumorale. Néanmoins, il est difficile de conclure sur cette expérience.
En effet, en ne regardant le phénotype tumoral qu’a un moment donné et de fagon non
stadée, je n’ai pas réellement pu observer si cela affectait la progression tumorale. I
est tout a fait possible qu’en déplétant 50% de la Myosine-II-GFP, la TEM permettant
la progression tumorale soit plus tardive. |l serait donc intéressant de refaire cette
expérience en réalisant une cinétique de développement compléte afin de voir si la

TEM est retardée ou non.
1.5 Augmenter la tension jonctionnelle

Diminuer la tension jonctionnelle dans un contexte Syx7RNA g’est révélé
particuliérement difficile et malgré les différentes stratégies testées, aucune n’a permis
d’obtenir des résultats concluants. C’est pourquoi, jai ensuite essayé de réaliser
I'expérience inverse, c’est-a-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, I'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 mammiféres, 'homologue de Yki, YAP, a été décrit comme associé a la formation
de tumeurs dysplasiques (Dong et al., 2007), chez la drosophile, la surexpression de
Yki est plutdt associée a la formation de tumeurs épithéliales (Herranz et al., 2016).
Néanmoins, puisque mon objectif va étre de voir s’il est possible d’induire la TEM en
augmentant la contractilité jonctionnelle, jai d’abord caractérisé le contexte Yki en
détails afin d’étre sire que les tumeurs induites sont strictement épithéliales. Pour cela,
j’ai utilisé une forme mutée de Yki (YkiS3) (Oh and Irvine, 2009). Cette forme mutée
présente trois substitutions de Sérine en Alanine, activant Yki de maniére 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 jai constaté que les
tumeurs se développent rapidement puisqu’a 96h ADO, les disques Yki$®3 sont déja

plus gros que les disques contréle (Figure 38B). De plus, tout comme le contexte
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Syx7RNA e contexte YkiSA3 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 (BPS) et de la Taline (Rhea) n’étaient
pas altérées suite a la surexpression de la forme mutée de Yki (Figure 38D). De plus,
jai 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 YkiSA3 induit une trés forte prolifération cellulaire et la formation
de circonvolutions, cela ne perturbe absolument pas I'état épithélial et les tumeurs

restent strictement hyperplasiques au cours du temps (Figure 38C).

Néanmoins, si les tumeurs YkiS*3 restent strictement épithéliales au cours du temps,
jai par la suite caractérisé I'état mécanique au niveau des jonctions adhérentes dans
ce contexte. En regardant de fagon générale et contrairement au contexte Syx7RNA je
n’ai pas observé d’accumulation de Myosine-Il dans la zone précurseur de l'aile (Figure
39A, B) et la quantification de la Myosine-Il apicale a montré que les tumeurs YkiSAx3
présentaient des niveaux inférieurs par rapport aux disques contrdle (Figure 39C-E).
Au niveau mécanique, cela se traduit par une diminution de la vitesse de relachement
initial aprés ablation (Figure 39H) et une absence de différence au niveau du
déplacement de vertex aprés ablation (Figure 39I). Ainsi, de fagon cohérente avec la
légére diminution de Myosine-Il aux jonctions adhérentes, celles-ci sont un peu moins
sous tension que dans un disque contréle (Figure 39F-1). YkiS*<3 est donc le contexte
parfait pour tester si '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 controle et YkiSA*3 exprimant un nlsGFP permettant de visualiser la taille
de la tumeur. (B) Vues générales de disques controle et YkiS»® au cours du temps en heures aprés
dépdbt de I'ceuf (ADO). La zone précurseur de l'aile dans laquelle la tumeur se forme est délimitée en
jaune. (C) Répartition des phénotypes des tumeurs YkiSA*3 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 grace aux
marqueurs en (D, E). (D-E) Caractérisation cellulaire des disques YkiS*3, 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 a 96h, 108h, 120h, 144h, 168h est
respectivement de 47, 43, 18, 12. Barre d’échelle A, B : 50um ; D, E : 10um
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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 contrdle (A) et d’un disque YkiSAx3 (B) exprimant la Myosine-1I-GFP
endogéne a 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-ll|
au niveau jonctionnel. (E) Quantification de la Myosine-Il apicale dans une condition contrdle (gris,
n=24) et Yki®*<3 (orange, n=14). (F-l) Caractérisation par ablation laser des propriétés mécaniques des
tumeurs YkiSA3, (F) Kymographes obtenus aprés ablation laser pour la condition contréle et YkiSA3 (G)
Exemples d’'images obtenues avant (cyan) et aprés (magenta) ablation laser pour un disque contréle
(haut) et Yki®A<3 (bas) (H) Boxplots représentant la vitesse initiale aprés ablation pour des disques
contréle (gris, n=33) et Yki®**3 (orange, n=12). (I) Relachement des vertex aprés ablation pour les
mémes contextes génétiques. Barre d’échelle : (A, B) 50um ; (C, D) 10um ; F 2um. Test statistique (E)
T-test,.** p<0.01, *** p<0.001 **** p<0.0001, ns non significatif.

1.56.2 Stratégies pour augmenter la tension jonctionnelle

Pour augmenter la tension jonctionnelle, jai opté pour deux stratégies différentes, que
jai d’abord testées dans des disques développementaux contrble afin de vérifier que

lintégrité du tissu n’était pas perturbée.

Dans un premier temps, je me suis particulierement intéressée aux phosphatases qui
permettent normalement de limiter I'activation de la Myosine-Il, en déphosphorylant la
chaine régulatrice (spaghetti squash (sqh) chez la drosophile) (Figure 35) et j’ai testé
différents RNAI dirigés contre ces phosphatases (Figure 40A, B). Le seul RNAIi qui

s'est révélé efficace est le flwRNABLS7022" 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
flwRNAIBLS7022 g |a 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, I'intensité de Myosine-Il peut paraitre
augmentée dans certains cas (Figure 40C), les quantifications montrent que ce n’est
pas significativement différent d’'un contréle (Figure 40D). Cela suggére que le
flwRNAIBLS7022 (par |a suite appelé flwRNA) augmente essentiellement le pool apical de

Myosine-Il.

Figure 40 : Le flwRNA permet d'augmenter la Myosine-ll aux jonctions adhérentes

et induire une augmentation de tension jonctionnelle

(A) Quantifications de la Myosine-Il apicale suite a I'utilisation de différents outils testés pour augmenter
la tension jonctionnelle. Le nombre de disques analysés, pour les différentes conditions de gauche a
droite est de 6, 9, 10, 10 (B) Vues générales de disques contréle (haut) et flwRNABL57022 (hgs), La zone
précurseur de l'aile en délimitée en pointillés (C) Zooms des images prises en (A). On peut voir
'augmentation apicale de Myosine-Il dans le flwRNA' par rapport au contréle, sans perturbation de la
polarité apico-basale, révélée par le marquage Dlg. (D) Quantifications au niveau apical et basal de la
Myosine-Il en condition contréle (gris, n=10) et flwRNA (violet, n=9). (E-F) Analyse par ablation laser des
propriétés mécaniques des disques controle (gris) et flwRNAi (violet). (E) Boxplot de la vitesse initiale des
contextes cités précédemment. (F) Relachement des vertex aprés ablation pour les mémes 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 50um, C 10um. Test statistique (A, E) Mann-Whitney (D-F) t-test. *<0.05, **<0.01, ns non-
significatif.
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De fagon intéressante, cette augmentation de Myosine-Il ne perturbe pas la polarité
apico-basale comme en témoigne le marquage des jonctions septées (DIg) qui n’est
pas altéré (Figure 40C). Par la suite, jai testé ce qu’il en était des propriétés
meécaniques par ablation laser. Les résultats sont cohérents avec 'augmentation de
Myosine-Il observée puisque la vitesse initiale ainsi que 'amplitude du relachement
des vertex sont un peu plus élevées dans un contexte flwRNA' par rapport a un disque
contréle (Figure 40E, F).

Ainsi, cet outil permet d'augmenter modérément, mais spécifiquement, la

Myosine-Il et la tension associée aux jonctions adhérentes.

En paralléle, jai également utilisé une construction initialement développée par le
laboratoire d’Emmanuel Caussinus et qui est basée sur I'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 I'équipe, a modifié cette construction
afin de la coupler a I'a-caténine permettant ainsi de recruter la GFP spécifiquement au
niveau des jonctions adhérentes (ci-aprés appelée AJ-GFP-trap) (Figure 41A). Il I'a
également couplée a une RFP afin de pouvoir marquer les jonctions adhérentes.
Validé précédemment dans le disque de patte (Martin et al., 2021), je I'ai utilisé dans
le disque d’aile. En I'exprimant dans l'aile, cet outil permet un fort recrutement de
Myosine-Il dans la zone précurseur de laile (Figure 41B). Cet effet est di a 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-Il aux jonctions adhérentes
et ce, de maniére différentielle. En effet, 'AJ-GFP-trap permet un fort recrutement de
Myosine-Il aux jonctions adhérentes, a des niveaux similaires a ce que I'on peut
observer dans le contexte Syx7RNA| c’est-a-dire un recrutement d’environ 50%. Le
flwRNAT permet également un recrutement de Myosine-Il aux jonctions adhérentes mais
a des niveaux plus faibles, environ 20%. Grace a ces deux outils, je vais donc pouvoir
tester le réle de 'augmentation de tension aux jonctions adhérentes a deux niveaux

différents sur la progression tumorale.
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Figure 41 : L'AJ-GFP-Trap permet d'augmenter fortement la Myosine-ll aux

jonctions adhérentes

(A) Schéma illustrant le principe de I'AJ-GFP-Trap. (B) Vue générale de disques contrdle (haut) et de
disque exprimant '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-Il aux jonctions adhérentes
sans perturber la polarité apico-basale, révélée par le marquage Dlg. (D) Quantifications de la Myosine-
Il apicale en condition contréle (acat, gris, n=9), et AJ-GFP-Trap (noir, n=15). Barre d’échelle (B) 50um,
(C) 10pum. Test statistique (D) t-test ***<0.0001

1.6.3 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 lintégrité du tissu. Javais également caractérisé
précédemment le contexte tumoral YkiSAx3 qui s’est révélé étre un contexte strictement
hyperplasique et sans augmentation de tension jonctionnelle. J’ai donc ensuite utilisé
ces deux stratégies dans le contexte tumoral YkiS®3 afin de tester le réle de

'augmentation de tension jonctionnelle sur la progression tumorale.

De fagon intéressante, que ce soit avec le flwRNA ou avec le AJ-GFP-Trap j'ai observé
I'apparition de cellules rondes avec la F-actine et la Myosine-Il relocalisées autour du
cortex de la cellule (Figure 42A, B). De plus, en regardant les marqueurs de
I'organisation épithéliale, jai constaté que ces cellules présentaient une localisation de
Ecad, a-cat, DIg 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, téte de fleche). De
plus, en quantifiant la proportion de tumeurs hyperplasiques et dysplasiques dans
chacune des conditions, j’ai observé qu’absolument toutes les tumeurs YkiSA*® dans
lesquelles j'ai augmenté la Myosine-Il jonctionnelle, via 'AJ-GFP-Trap ou le flwRNA
sont devenues dysplasiques (Figure 42E).
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Ainsi, alors que dans un contexte développemental, une augmentation de
Myosine-ll apicale ne perturbe en rien I'organisation épithéliale (Figure 40,
Figure 41), induire une augmentation de Myosine-ll 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 controle (haut) et de tumeurs YkiSAx3 avec augmentation de tension
jonctionnelle via le flwRNA (A, C) ou via le AJ-GFP-Trap (B, D). On observe que le flwRNA et ' AJ-GFP-
Trap induisent une relocalisation de la F-actine et de la Myosine-Il autour du cortex des cellules (A, B)
ainsi qu’une perturbation de la localisation de Ecad et Taline (C, téte de fleche) et de Dig (C, D). (E)
Graphique montrant la répartition des phénotypes pour les différentes conditions contrble (acatRFP et
LacZ, n=30 et 14 respectivement) et avec augmentation de tension (AJ-GFP-Trap et flwRNA n=17 et 16
respectivement). Barre d’échelle 10 um.
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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 flwRNA ou avec
I'AJ-GFP-Trap, j'ai constaté la présence de points d’accumulation localisés au niveau
basolatéral de Myosine-Il, nettement plus nombreux dans le cas du AJ-GFP-Trap
(Figure 43B) et complétement absents de la condition contréle. La présence de ces
points correle également avec une diminution de la taille de la zone précurseur de I'aile
dans laquelle la construction AJ-GFP-Trap est exprimée (Figure 43A). Ces points se
sont révélés étre des fragments apoptotiques, révélés par un anticorps dirigé contre la
forme active de la caspase effectrice Dc1, qui révéle donc les cellules en train de
mourir (Figure 43B, C), montrant donc qu’'une augmentation de tension jonctionnelle

induit de I'apoptose.

Figure 43 : L'augmentation de tension jonctionnelle induit de I'apoptose dans un
contexte développemental

(A) Vues générales de disques contrble (a-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-Il qui correspondent a des
fragments apoptotiques. (C) Quantifications des niveaux d’apoptose aprés augmentation de la tension
jonctionnelle. Le nombre de disques analysés est de : acatRFP n=17, AJ-GFP-Trap n=14, LacZ n= 23,
flwRNA n=10. Barre d’échelle A 50um ; B 10um. Tests statistiques (C) Mann-Whitney et t-test. ***
p<0.001.
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Figure 44 : La présence d’apoptose corréle avec une augmentation de tension

jonctionnelle dans les tumeurs YkiSA3 et Syx7RNAi

(A) Vues générales d’'un disque controle et Syx7RNAi 3 96h ADOQ. Dans ce contexte aussi, on observe
une corrélation entre la présence d'apoptose et 'augmentation de Myosine-Il. (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 YkiS»3 sans (LacZ) et avec augmentation
de tension jonctionnelle (flwRNA AJ-GFP-Trap). On remarque la corrélation spatiale entre la présence
d’apoptose et 'augmentation de Myosine-Il. (D, E) Quantification des niveaux d’apoptose dans les
contextes cités en (C). Le nombre de disques analysés est de : LacZ n=14, flwRNA n=16 (D), acatRFP
n=18, AJ-GFP-Trap n=14 (E) (F) Zooms de tumeurs Yki®*< sans (LacZ) et avec augmentation de
tension jonctionnelle (flwRNA), 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) 50um ; (F) 10um. Tests statistiques (B, E) Mann-Whitney, (C) t-test.
**** p<0.0001.

Puisque dans un contexte développemental, de I'apoptose est induite suite a 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 Syx7RNA' qui, spontanément
présentent une augmentation de tension jonctionnelle a 96h ADO, juste avant la TEM.
En utilisant I'anticorps dirigé contre Dcp1, jai 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 YkiS*3, Si les tumeurs YkiSA® présentent des niveaux trés
faibles d’apoptose, la chose est bien différente lorsque I'on augmente la tension
jonctionnelle. En effet, que ce soit dans le cas du flwRNA ou de I'AJ-GFP-trap, j'ai pu
observer la présence de beaucoup de cellules apoptotiques (Figure 44C-E). De fagon
intéressante, si '’AJ-GFP-Trap induit de I'apoptose dans toute la zone tumorale (Figure
44C), le fIwRNA induit de I'apoptose trés localisée qui colocalise parfaitement avec
'augmentation de tension jonctionnelle (Figure 44C). De plus, en regardant plus en
détails la localisation de I'apoptose dans le contexte YkiSA3 modifi¢, j'ai remarqué que
les cellules apoptotiques étaient localisées a proximité des cellules

mésenchymateuses, induites par '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 I'apoptose et la tension jonctionnelle et que cela

précéde la TEM dans les tumeurs Syx7RNA,

1.7 Un r6le de I'apoptose dans la progression tumorale ?

La corrélation spatiale observée entre les cellules apoptotiques et les cellules
mésenchymateuses dans le contexte YkiSA3 et le fait que cette apoptose précéde la
TEM dans le contexte Syx7RNA m’ont poussée a m'’interroger sur un éventuel role 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 a un changement de forme du
tissu et a 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 I'’hydre, si la téte 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 téte
(Chera et al., 2009; Pérez-Garijo and Steller, 2015). De plus, bien que I'apoptose soit
considérée comme un mécanisme protecteur puisqu’il permet I'élimination de cellules

dangereuses (Hanahan and Weinberg, 2011; Pfeffer and Singh, 2018), quelques
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études ont rapporté un role pro-prolifératif de I'apoptose dans certains contextes
tumoraux (Ford et al., 2015; Huang et al., 2011).

Aussi, pour tester un potentiel role de I'apoptose dans la progression tumorale, jai
cherché a inhiber I'apoptose dans le contexte des tumeurs Syx7RNAiet observé si cela

impactait la progression tumorale.

Chez la drosophile, l'inhibition d’apoptose se fait principalement via I'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 phénoméne
de cellules « non-mortes », j’ai donc testé d’autres outils pour inhiber I'apoptose. Un
autre outil trés répandu chez la drosophile est la surexpression de Diap1 (Figure 26).
Diap1 est en effet I'inhibiteur endogéne des caspases activatrices et effectrices.
Néanmoins, cet outil ne s’est pas révélé efficace pour inhiber I'apoptose dans les
tumeurs Syx7RNAT (Figure 45A, B). Par la suite, j'ai donc testé un miRNA dirigé contre
les trois génes pro-apoptotiques hid, reaper et grim (miRHG) (Lee et al., 2013). Cet
outil s’est révélé efficace puisqu’il permettait de réduire trés fortement la quantité
d’apoptose observée dans les tumeurs Syx7RNAi (Figure 45A, B). Toutefois, puisque le
but était d’inhiber complétement I'apoptose, jai utilisé ce miRHG dans un contexte
sensibilisé dans lequel une des deux copies du locus contenant les trois genes pro-
apoptotiques est absent grace a I'utilisation d’'une déficience nommée H99 (White et
al., 1994). Dans ce cas, en utilisant la combinaison de ces deux outils (ci-aprés appelé
miRHG ; DefH99), j'ai réussi a inhiber complétement I'apoptose dans les tumeurs

Syx7RNA et ce, quel que soit I'age de la tumeur (Figure 45C).
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Figure 45 : Stratégies pour inhiber I'apoptose dans les tumeurs Syx7RNAi

(A) Vues générales de tumeurs Syx7RNAi qui expriment différents outils pour inhiber 'apoptose. Si de
facon globale, les disques ont visuellement le méme aspect, seuls les outils mMiRHG et miRHG Def H99
se sont révélés efficace pour inhiber I'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 Syx7RNAigvec (LacZ) et sans apoptose (MiRHG Def H99) au cours du temps. On note
que l'outil utilisé est tres efficace pour inhiber 'apoptose et ce, a n'importe quel temps de développement
de la tumeur. Sur cette figure, les expériences ont été faites a 29°C. Le nombre de disques analysés
pour la condition controle et Syx7RNAi est respectivement de 20 et 14 a 80h, 20 et 20 a 96h et 112h et
19 et 22 3 128h ADO. Barre d’échelle 50um. 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 Syx7RNAT avec (LacZ) et sans apoptose (mMiRHG 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’) a 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 50um.
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J'ai ensuite observé comment se développaient les tumeurs Syx7RNA avec (+ LacZ) et
sans apoptose (+ miRHG ; DefH99). Pour cela, je me suis d’abord placée au moment
ou les tumeurs commencent a devenir mésenchymateuses en condition LacZ. Si au
niveau macroscopique les tumeurs Syx7RNAT + |acZ et Syx7RNA' + miRHG ; DefH99
sont similaires (Figure 46A), en me basant sur le marqueur épithélial DIg ainsi que sur
I'état du cytosquelette d'actine au niveau cellulaire, je me suis apercue que seulement
15% des tumeurs étaient mésenchymateuses en condition miRHG ; DefH99 contre
40% en condition LacZ (Figure 46B). Cela suggére un retard dans la progression
tumorale et ce retard est d’autant plus visible si 'on observe des tumeurs plus agées.
En effet, en me plagant au moment ol toutes les tumeurs Syx7RNAI + acZ ont subi une
TEM et sont toutes devenues dysplasiques, j'ai constaté qu’en absence d’apoptose,

60% des tumeurs était toujours a un état hyperplasique (Figure 46B’).

Ainsi, si d’autres mécanismes additionnels doivent étre mis en jeu puisque
certaines tumeurs Syx7fNA sans apoptose peuvent tout de méme évoluer vers
un état dysplasique, ces résultats montrent donc que I'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 'apoptose seule était
suffisante pour induire la TEM dans un contexte tumoral. Pour cela, jai induit de
I'apoptose ectopique dans le contexte YkiS2x3 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 fagcon contrélée. Cette
construction repose sur le principe d’'une recombinase inductible par un choc
thermique (37°C) qui excise une cassette stop et permet I'expression du géne 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 I'apoptose : sans choc thermique (HS), il n’y a pas d’expression
de reaper dii a la présence de la cassette stop. Suite a un HS, cela permet I'expression de la flippase
(flp) qui excise la cassette stop et permet I'expression de reaper (B) Suite a 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 transgéene inductible est sous le contréle du pilote rotund-Gal4
Barre d’échelle 50um

Cette construction s’est révélée particulierement efficace dans un disque contréle
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 I'apoptose
dans le contexte YkiSA<3, Yki est cependant connu pour inhiber fortement I'apoptose
en induisant I'expression de Diap1 (Huang et al., 2005a). Induire de l'apoptose
semblait donc compliqué dans ce contexte. Néanmoins, puisque I'induction d’apoptose
est une question de balance entre les signaux pro et anti-apoptotiques, jai testé
d’induire de I'apoptose dans des tumeurs YkiSA3 plutét jeunes (entre 96h et 120h
ADO), en espérant que les signaux anti-apoptotiques ne soient pas encore trop
importants. Aprés avoir induit le choc thermique, j'ai laissé les tumeurs se développer
24h avant de les disséquer pour voir si 'apoptose avait eu un impact sur le
développement tumoral. Si normalement, il N’y a que vraiment trés peu d’apoptose
dans ce contexte (Figure 48A, haut), la construction s’est toutefois révélée trés efficace
pour induire de I'apoptose massive dans les tumeurs YkiS#3 (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 a cette apoptose. De fagon
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surprenante, ces cellules ne présentent pas du tout la méme morphologie que les
cellules épithéliales que I'on observe normalement dans le contexte YkiS®3, En effet,
ces cellules présentent une morphologie plus ronde, avec de la F-actine relocalisée
autour du cortex, faisant clairement penser a des cellules mésenchymateuses (Figure
48B).

Toutefois, bien que ces résultats soient particuliérement prometteurs, je n’ai pas réussi
a les reproduire. En effet, les autres essais réalisés ont effectivement induit de
I'apoptose mais je n’ai observé aucune cellule mésenchymateuse. Le fait de ne pas
avoir réussi a reproduire ces résultats suggérent trés fortement que la quantité
d’apoptose ainsi que I'age des tumeurs dans lesquelles I'apoptose est induite sont des
facteurs particulierement importants pour pouvoir observer une totale transformation
de cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses. Néanmoins, je n’ai pas encore

identifié les paramétres optimaux pour reproduire ces résultats.

Cependant, en renouvelant I'expérience, j’ai pu observer une diminution reproductible
de lintensité des jonctions cellulaires. En effet, en réalisant un marquage pour les
jonctions adhérentes (Ecad) et les jonctions septées (DIg) afin de visualiser I'état des
cellules, jai constaté que les niveaux de Ecad et de Dlg étaient plus faibles (prés de
50% plus faibles) dans les zones épithéliales a proximité de cellules apoptotiques par
rapport aux zones épithéliales sans apoptose a proximité (Figure 49), témoignant

d’une fragilité des jonctions adhérentes et septées.

De facon intéressante, ces résultats corrélent avec ce que I'on peut observer dans les
tumeurs Syx7RNA En effet, 8 96h ADO, moment ou le tissu est toujours épithélial mais
avec une apoptose massive (Figure 50A), jai 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, '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 YkiSA3 (délimitées par les pointillées blancs) sans (en haut) et avec (en
bas) HS de 5min qui permet d’induire de I'apoptose massive. F-actine en vert et apoptose (Dcp1) en
rouge. Barre d’échelle 50um (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 a des cellules mésenchymateuses. F-actine en vert et DAPI en bleu. Barre
d’échelle 10um.

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 I'intensité dans
les cellules épithéliales a proximité des zones apoptotiques (fleches) comparé aux zones épithéliales
sans apoptose (téte de fleche). (B, C) Quantifications des niveaux d’intensité de Ecad (B) et DIg (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 corréle avec une fragilisation des jonctions
dans les tumeurs Syx7RNAi 3 96h ADO

(A) Vues générales d’'un disque contrdle (en haut) et Syx7RNAi (en bas) a 96h ADO. Barre d’échelle
50um. (B) Coupes sagittales réalisées selon I'axe en (A) pour des marquages Ecad et DIg. 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 DIg dans la zone tumorale (téte de fleche) comparé
a la zone du notum qui sert de contrble interne (fleche). (C-D) Quantifications des niveaux d’intensité
de Ecad (contrdle, n=9 ; Syx7RNAi n=22) et de Dlg (controle, n=9 ; Syx7RNAi n=11) respectivement. Les
valeurs ont été normalisées en les divisant par l'intensité au niveau du notum. Barres d’échelle 50um.
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, 'apoptose et la tension jonctionnelle, comme
responsables de la progression tumorale en permettant notamment la TEM. Si jai
montré que I'augmentation de tension jonctionnelle induit de 'apoptose, je me suis
ensuite demandé si la réciproque était également vraie, c’est-a-dire si I'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-ll au niveau des jonctions
adhérentes dans les cellules voisines, conduisant in fine a un changement de

morphologie de tissu (Ambrosini et al., 2019; Monier et al., 2015).

J’ai donc souhaité voir si les cellules apoptotiques observées a 96h ADO dans les
tumeurs Syx7RNAT pouvaient étre a l'origine de la modification des propriétés

meécaniques observée dans ces mémes tumeurs. Pour tester cela, jai inhibé

112



I'apoptose dans les tumeurs Syx7RNAi et observé I'effet sur 'augmentation de tension
jonctionnelle a 96h ADO. Si linhibition d’apoptose induit une disparition des
accumulations de Myosine-Il au niveau basolatéral, dues initialement a la présence de
cellules apoptotiques (Figure 51B), en quantifiant les niveaux de Myosine-ll aux
jonctions adhérentes, je n’ai observé aucune différence entre les tumeurs Syx7RNA et
celles dans lesquelles I'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'altére pas les niveaux de Myosine-ll apicale dans les
tumeurs Syx7RNAi

(A) Vues générales de tumeurs Syx7RNAi (zone en pointillés) avec (+ LacZ) et sans apoptose (+ miRHG
Def H99) a 80h ADO a 30°C. Barre d’échelle 50um. (B) zooms des vues générales en (A). Si on observe
toujours cette accumulation de Myosine-ll apicale, les agrégats baso-latéraux de Myosine-I|
disparaissent lorsque I'apoptose est inhibée. Myosine-Il en vert et Apoptose (Dcp1) en rouge. A, Apical,
B, Basal. Barre d’échelle 10um. (C) Quantification de la Myosine-Il apicale dans les tumeurs Syx7RNA
avec (LacZ, n=15) et sans apoptose (miRHG Def H99, n=13). Barre d’échelle (A) 50um, (B) 10um. Test
statistique (C) Mann-Whitney. ns non significative.

1.10 Un réle direct de la tension jonctionnelle sur la TEM ?

Enfin, au cours des expériences d’inhibition d’apoptose dans les tumeurs Syx7RNA
(voir partie 1.7), malgré un fort retard dans la TEM, javais observé que méme 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. Jai donc refait la méme
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expérience d’augmenter la tension jonctionnelle grace au flwRNA' dans le contexte
YkiS~3 mais cette fois-ci en inhibant I'apoptose en méme temps. De fagon
intéressante, jai observé que l'augmentation de tension jonctionnelle seule était
capable d’induire la TEM de fagon complétement indépendante de I'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-Il 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 YkiSA<3 + flwRNAI gvec (LacZ) et sans (miRHG Def
H99) apoptose. (B) Quantification de I'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’empéche pas la TEM induite par 'augmentation de tension
jonctionnelle. Barres d’échelle (A) 50um, (A’) 10um. Test statistique (B) t-test. **** p<0.0001.

Ainsi, la tension jonctionnelle et I'apoptose peuvent agir via deux voies
différentes. Si 'augmentation de tension jonctionnelle induit de I'apoptose qui
favorise la TEM, elle peut également induire la TEM dans une tumeur,
indépendamment de I’'apoptose, permettant la progression tumorale chez la

drosophile.

Ainsi, 'ensemble des résultats de cette partie ont permis I'identification d’'un nouveau
mécanisme responsable de la progression tumorale en favorisant la transition d’'une
tumeur hyperplasique vers une tumeur dysplasique. Aprés avoir caractérisé au niveau
cellulaire spatialement et temporellement deux contextes génétiques, I'un

hyperplasique et I'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 étre induite via I'induction d’apoptose mais également via une voie
indépendante de I'apoptose. L'induction d’apoptose conduit a 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

1.1 Vers l'identification d’'une cible moléculaire responsable de la TEM

dans un contexte tumoral

La TEM est un processus finement régulé et contrdlé 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 I'état épithélial de la cellule en favorisant I'expression de
genes 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 I'inverse,
les FT dits pro-mésenchymateux comme Snail, Twist et Zeb (zfh1 chez la drosophile)
vont favoriser I'état mésenchymateux en (1) inhibant les génes impliqués dans le
maintien de I'état épithélial (jonctions adhérentes, polarité apico-basale...) et (2) en
induisant I'expression de génes impliqués dans I'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 'augmentation de tension jonctionnelle ou I'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-a-dire dans le notum pour Twist et Zfh1 et dans le disque d’ceil-antenne pour
Snail, Figure 54B, C astérisque) (Boukhatmi et al., 2020), de fagon 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 étre 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 I'état épithélial, comme Grainyhead (Grh) (Nieto et al.,
2016). En utilisant une lignée Knock-in GFP pour Grh, nous avons constaté que ce FT
etait effectivement exprimé dans les cellules tumorales (Figure 55A). De maniére
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 Syx7"NAi ce qui est cohérent

avec le rble pro-épithélial de Grh.

Figure 55 : Grh est réprimé dans les cellules mésenchymateuses des tumeurs
Syx7RNAi et YKiSAX3 + flywRNAi

(A, C) Tumeur Syx7RNAi et YkiSAS + 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 a 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 + flwRNAT (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 Syx7RNAT
nous avons souhaité voir ce qu'il en était dans les cellules mésenchymateuses induites

par 'augmentation de tension jonctionnelle dans le contexte YkiSA%3, Les résultats ont
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été similaires a ceux obtenus dans les tumeurs Syx7RNA': un niveau d’expression
moins important dans les cellules mésenchymateuses induites par 'augmentation de
tension jonctionnelle par rapport aux cellules épithéliales autour (Figure 55C, D). Ces
résultats, bien que préliminaires et a confirmer, montrent donc que Grh est réprimé (1)
dans les cellules mésenchymateuses qui surviennent naturellement dans les tumeurs
Syx7RNA et (2) dans celles induites par 'augmentation de tension jonctionnelle dans

les tumeurs YKiSAx3,

Ces résultats suggerent que Grh est un candidat particuliéerement intéressant
qui pourrait étre un responsable moléculaire de la TEM induite par
I'augmentation de tension jonctionnelle et I'apoptose dans un contexte tumoral

chez la drosophile.

2 Résultats complémentaires: caractérisation et étude

fonctionnelle de MMP1 dans les tumeurs

Dans la premiére partie, nous avons vu que I'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 mammiféres (Cuervo and Covarrubias, 2004).

Ainsi, si nous n'avons pas observé d’altération de la MEC trés tét dans le
développement tumoral des tumeurs Syx7RNA' (Figure 33), nous avons cependant
constaté que celle-ci est dégradée a 120h ADO (Figure 33), pouvant ainsi suggérer la
présence de MMP. Cette caractérisation a été réalisée avec Maéva Sautron, étudiante

en Master 1 que j'ai encadrée avec Bruno Monier.
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Si chez les mammiferes, 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 tumorigénése (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
Syx7RNAINous avons constaté que, tout comme I'apoptose, MMP1 est présent de
fagon massive et ce, avant toute transformation du tissu a 96h ADO (Figure 56A, B).
De plus, les niveaux de MMP1 augmentent pour atteindre un maximum a 120h ADO,
moment ou la MEC est dégradée (Figure 56B). A l'inverse, nous n’avons observé
aucune MMP1 dans les tumeurs YkiS~® (Figure 56A). Ici, nous avons donc une
corrélation entre l'apoptose, la présence de MMP1 et [|'évolution en tumeur

dysplasique.

Nous avons par la suite souhaité tester le réle de MMP1 dans le développement
tumoral. En effet, si la présence de MMP a souvent été décrite comme associée a 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. Sil'outil utilisé
est particulierement efficace puisqu’il permet d’induire de hauts niveaux de MMP1
dans les tumeurs YkiS*3 (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 I'expérience
inverse dans les tumeurs Syx7RNA| En effet, puisque dans ce contexte, MMP1 est
présente massivement et ce, juste avant la dégradation de la MEC et avant I'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

étre réalisée.

Cette étude, encore préliminaire a permis de faire une caractérisation détaillée de la
présence de MMP1 dans les contextes tumoraux Syx7RNAi et YkiSA3, Si MMP1 ne
semble pas avoir d’effet sur la TEM dans les tumeurs YkiSA<3 il est tout a fait possible
que l'effet soit a distance. En effet, MMP1 a été montrée chez la drosophile comme

impliquée dans un phénoméne de cachexie. Ce phénomeéne, souvent associé a des
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cancers avances et a de mauvais pronostics chez '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 YkiS*3, MMP1 ne

serait pas également impliquée dans un phénomeéne de cachexie.

Figure 56 : Expression et impact de MMP1 sur le développement des tumeurs
(A) Vues générales a 96h ADO d’'un disque contréle, d’une tumeur YkiSA3 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 Syx7RNA au cours du temps. Le nombre de disques analysés pour la condition
contrble (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 YkiSA3 contréle (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 aprées induction de MMP1
(MMP1, n=15). (D) Répartition des phénotypes observés sans (LacZ, n=8) et aprés induction de MMP1
(MMP1, n=15) dans des tumeurs YkiSAx3, Barre d’échelle 50um. Test statistique (C’) t-test. ****
p<0.0001.
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Dans cette étude, jai ainsi pu mettre en évidence un réle nouveau des propriétés
meécaniques dans la tumorigénése chez la drosophile. J'ai pu montrer qu’une
modification des propriétés mécaniques, particulierement 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 grace a
'induction d’apoptose. En effet, 'augmentation de tension jonctionnelle observée
induit de I'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 thése

Ce modéle ayant mis en évidence la tension jonctionnelle et '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
troisieme partie, je discuterai d’'une éventuelle généralisation du processus identifié

dans les contextes génétiques Syx7RNAT gt YKiSA*S,

123



1 Propriétés mécaniques et tumorigénése

Au cours de cette étude, jai pu observer que les tumeurs Syx7RNAT présentent un
phénotype bien particulier et ce, avant méme que la tumeur ne se développe. En effet,
jai observé la présence dune accumulation de F-actine et de Myosine-ll

particulierement importante et spécifiquement au niveau des jonctions adhérentes.

De nombreuses études ont cherché a déterminer le role 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 a 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 a la
« contractilité cellulaire », souvent associée a I'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 I'état mécanique des cellules : des hauts
niveaux de Rho et ROCK sont associés a une forte contractilité cellulaire et donc une
rigidité plus importante tandis qu’a l'inverse, de faibles niveaux sont associés a des
cellules plutdét souples. La perturbation des propriétés mécaniques des cellules
tumorales est d’ailleurs également faite de maniére globale, via I'activation constitutive
ou l'inhibition totale de Rho/ROCK dans la totalité des cellules, grace a l'utilisation de
mutants inductibles ou de drogues (Paszek et al., 2005; Rath et al., 2017; Samuel et
al., 2011).

Contrairement a ce genre d’expériences, dans mes travaux, jai une résolution
subcellulaire. Si a l'origine, jai commencé par observer les niveaux globaux de F-
actine et Myosine-ll dans la zone tumorale, par la suite je me suis focalisée sur les
jonctions adhérentes ou la Myosine-Il s’accumule spécifiquement. J'ai d’abord montré
que dans le contexte Syx7RNAI gvant la formation de la tumeur, la Myosine-I|
s’accumule aux jonctions adhérentes, induisant ainsi une augmentation de tension
jonctionnelle, testée par ablation laser. De fagon intéressante, cette augmentation de
tension jonctionnelle n’était pas présente dans le deuxiéme contexte génétique que
jai utilisé, YkiSA<3, suggérant que cette modification de propriétés mécaniques pourrait
étre speécifique d’un certain type de tumeurs, peut-étre celles qui sont amenées a

évoluer en dysplasie.
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Si les propriétés mécaniques des cellules ont principalement été associées a une
induction de prolifération dans la tumorigénése, ici j'ai montré pour la premiéere fois
gu’elles pourraient également étre responsables d’'un changement d’état des cellules,
passant d’'un état épithélial a un état mésenchymateux, induisant par conséquent des
tumeurs plus agressives. En effet, une augmentation de tension jonctionnelle, via
l'utilisation de I'’ARNi dirigé contre flapwing est suffisante pour induire la transition des
tumeurs YkiSA3 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 I'induction de la transition hyperplasie-dysplasie est effectivement due a
'augmentation de tension jonctionnelle ou la conséquence d’'un autre mécanisme
perturbé dans la cellule. C’est pourquoi, dans le contexte YkiS~<3, |'utilisation de I'AJ-
GFP-Trap est particulierement intéressante. En effet, en utilisant cet outil, la Myosine-
I, déja présente dans la cellule, est simplement relocalisée aux jonctions adhérentes.
Ici, c’est donc la localisation de la Myosine-ll dans la cellule que I'on modifie mais sans
affecter d’autres cibles ou la quantité totale de Myosine-Il dans la cellule. Aussi, dans
mon cas, je suis confiante sur le fait que c’est bien la Myosine-ll, localisée

spécifiguement 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 considére I'impact des propriétés mécaniques
de la Matrice extracellulaire (MEC) qui jouent un réle clé dans la tumorigénése chez

les mammiféres.

J’ai ainsi pu observer dans les tumeurs Syx7RNA qu’avant la formation de la tumeur,
moment ou la tension jonctionnelle est augmentée, que la MEC est toujours présente
et ne semble pas modifiée par rapport a un disque contréle, sur la base de l'intensité
de fluorescence du Collagéne IV et sur la répartition de la Taline, un composant
mécanosensible qui réagit aux forces mécaniques (Klapholz and Brown, 2017). Jai
toutefois constaté que la MEC était dégradée lorsque les cellules tumorales étaient
devenues meésenchymateuses. J'ai également observé la présence de
Métalloprotéinases de la Matrice (MMP) dans les tumeurs Syx7RNAi et ce, trés tot dans

le développement tumoral, avant la dégradation de la MEC.

125



Chez les mammiféres, la MEC a été montrée comme jouant un réle 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 a elles été montrées dans des modéles 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 complétement le réle de la MEC sur
la transition hyperplasie-dysplasie, mes résultats montrent que (1) sa dégradation
arrive apres la TEM, (2) les modifications du cytosquelette d’actomyosine des cellules
tumorales au niveau basal sont minimes par rapport a celles observées au niveau
apical et (3) que la tension au niveau des jonctions adhérentes controle la TEM. Cela
suggeére fortement que si la MEC joue un réle 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 these.

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 I'origine de 'augmentation de tension jonctionnelle ?

Dans le cas des tumeurs Syx7RNA plus que spécifiquement au niveau des jonctions
adhérentes, les propriétés mécaniques semblent étre affectées de fagon générale. En
effet, jai observé une accumulation de Myosine-Il au niveau des jonctions adhérentes
mais également une légére 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 chaine régulatrice
de la Myosine-Il, Spaghetti Squash chez la drosophile), j’ai pu observer dans le cas
des tumeurs Syx7R"NA' une accumulation de Sqgh, spécifiquement au niveau des
jonctions adhérentes, avant méme que la tumeur ne se forme. A linverse dans le
contexte YkiS»3, je n’ai pas observé d’accumulation de Sgh dans la zone tumorale, les

niveaux protéiques étant méme plus faibles que dans le cas d’un disque contréle. Ces
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résultats montrent qu'il y a effectivement un recrutement spécifique de Myosine-Il aux

jonctions adhérentes.

Néanmoins, pour compléter ces résultats, j'ai par la suite testé s’il y avait également
une augmentation transcriptionnelle. Pour cela, jai utilisé une lignée dans laquelle une
protéine fluorescente, mCherry, est sous contrdle d’'un enhanceur de spaghetti squash
(sqh), la chaine régulatrice de la Myosine-Il chez la drosophile. Cette lignée permet
donc de rapporter, au moins en partie, I'expression du géne sqh. J'ai donc utilisé cette
construction dans les deux contextes tumoraux utilisés : Syx7RNAi et YkiSA3, De fagon
intéressante, les résultats obtenus semblent cohérents avec ce que nous avions
observé au niveau protéique : dans le cas des tumeurs Syx7RNA| on observe une forte
augmentation de I'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 YkiSA<® (Figure 58). Ces résultats, bien que préliminaires
suggérent que I'accumulation de Myosine-Il observée au sein de la tumeur Syx7RNA
pourrait étre favorisée par une surexpression au niveau transcriptionnel. Néanmoins,
pour confirmer cette hypothese, il serait intéressant de compléter ces résultats en
vérifiant dans un premier temps I'expression de sgh 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 téte que dans la lignée utilisée, mCherry n’est
sous le contrdle que d’'un seul enhanceur de sgh et ne rapporte peut-étre donc pas
exactement I'expression de sqh. Par la suite, il serait intéressant de regarder plus tot
dans le développement des tumeurs Syx7RNA En effet, ici, 'expression de sqh a été
regardée dans des tumeurs Syx7RNAI 3 un stade avancé, lorsque les tumeurs sont déja
devenues dysplasiques. Il serait maintenant intéressant de regarder a un stade
beaucoup plus précoce, lorsque la tumeur n’est pas encore formée pour voir si
'augmentation de Myosine-ll observée a 96h ADO serait effectivement due a une
modification du programme transcriptionnel de sqh. Si c'est le cas, cela pourrait
indiquer que la modification de I'expression de sqh pourrait peut-étre étre un marqueur

trés précoce des tumeurs agressives.
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Figure 58 : L'augmentation protéique de Sgh est due a une augmentation

transcriptionnelle

Projections maximums, de disques controle, de tumeurs Syx7RNAi et de tumeurs YkiSAx3 dans lequel on
peut visualiser I'expression du géne sqgh codant pour la chaine régulatrice de la Myosine-Il. 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 géne sgh est largement surexprimé par rapport au reste du disque, tandis que
les niveaux d’expression ne semblent pas modifiés dans les tumeurs YkiSA3, Barre d’échelle 50um

Ainsi, ces résultats montrent donc que l'accumulation jonctionnelle de Myosine-lI
observée dans les tumeurs Syx7RNAi est le résultat d’un recrutement spécifique de la
Myosine-Il aux jonctions adhérentes mais pourrait également étre facilitée par une

augmentation transcriptionnelle de sqh.

Toutefois, I'augmentation transcriptionnelle ne semble pas étre un prérequis pour
induire la transition hyperplasie-dysplasie puisque les expériences réalisées dans le
contexte YkiS® avec I'AJ-GFP-Trap montrent que la relocalisation de la Myosine-I|
déja présente dans la cellule est suffisante pour induire la transition hyperplasie-
dysplasie, sans gqu’il n’'y ait eu d’augmentation transcriptionnelle.

Aussi, si dans le contexte Syx7R"NA |es résultats suggérent qu’il y a une augmentation
transcriptionnelle de sqgh, c’est la relocalisation aux jonctions adhérentes qui joue un
réle 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-Il 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 '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-Il peuvent avoir des
effets trés différents sur les jonctions adhérentes. Au cours de linvagination du
mésoderme par exemple, la contraction du réseau apical de Myosine-Il conduit a une
stabilisation des jonctions adhérentes, permettant ainsi de prévenir leur
démantélement (Figure 59B’) (Weng and Wieschaus, 2016). A l'inverse, au cours de
I'élongation de la bande germinale, les forces induites par la Myosine-Il le long des
jonctions adhérentes conduisent a un démantelement des jonctions en induisant
'endocytose de la E-cadhérine (Figure 59B) (Levayer et al., 2011). Ainsi, en fonction
du réseau de Myosine-Il et de I‘orientation des forces sur les jonctions adhérentes, les
effets peuvent étre opposés (Figure 59). Néanmoins, il est important de garder en téte
que dans ces deux études, les tissus étudiés ne sont pas les mémes puisque dans un
cas il s’agit du mésoderme et dans l'autre de I'ectoderme. Pour éviter cette différence
et étudier spécifiquement l'impact des différents réseaux de Myosine-Il sur les
jonctions adhérentes, Kale et al. se sont placés dans les cellules de I'ectoderme
uniquement. lls ont pu montrer qu’en augmentant spécifiquement les niveaux de la
Myosine-Il apicale dans ces cellules (grace a 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-Il le long des jonctions adhérentes (que les auteurs décrivent comme une
force de cisaillement), induite par I'ablation laser de jonctions voisines, conduit a 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-Il qui va jouer sur la stabilisation ou

le démantélement des jonctions adhérentes (Kale et al., 2018).
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Figure 59 : Impact de la Myosine-ll 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 I'impact des forces mécaniques sur les jonctions adhérentes au
cours de lintercalation 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 mémes réseaux d’actomyosine (au niveau des jonctions pour lintercalation cellulaire et au
niveau apical pour la constriction apicale) et I'orientation des forces est également différentes. Ces
différences pourraient expliquer I'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-Il, 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 maniere, il est impossible de visualiser nettement le cortex apical
d’actomyosine. C’est pourquoi, il serait intéressant de réimager des tumeurs Syx7RNA
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, ou l'on pourrait
visualiser en méme temps la Myosine-Il 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 démantélement des jonctions
adhérentes, de fagon similaire a ce qui a été observé lors de I'élongation de la bande
germinale. En effet, la contraction de la Myosine-Il au niveau des jonctions adhérentes
conduit a un raccourcissement de ces jonctions (Bertet et al., 2004; Kale et al., 2018;
Rauzi et al., 2010) et a I'endocytose de la E-cadhérine (Levayer et al., 2011). Dans le

cas des tumeurs, il est possible que I'accumulation de Myosine-ll aux jonctions
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adhérentes conduise également a un raccourcissement des jonctions, induisant ainsi
la déformation de la membrane plasmique qui formerait alors des petits
bourgeonnements. Le systéeme d’endocytose pouvant étre activé par les forces
mécaniques (Cavanaugh et al., 2020), il pourrait alors se mettre en place pour éliminer
ce « surplus » de membrane, éliminant en méme temps petit a petit la E-cadhérine, ce
qui perturberait I'identité épithéliale de la cellule et induirait la transition vers un état

meésenchymateux.

1.2.2 Un effet a plus long terme via [lactivation de mécanismes de

mécanotransduction ?

Si l'effet de la Myosine-Il pourrait étre a 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 (I'a-caténine s’ouvre et permet le recrutement de la Vinculine) et
transmet un signal a l'intérieur de la cellule (Yao et al., 2014; Yap et al., 2018). Dans
notre cas, il n’est donc pas étonnant que I'augmentation de tension jonctionnelle

puisse induire un changement a l'intérieur de la cellule.

On pourrait par exemple imaginer que 'augmentation de tension jonctionnelle induise
I'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 TNFa (Eiger chez la drosophile) sur '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 I'activation
des kinases dTAK, Slipper (slpr) et Wallenda (Wnd) qui vont a 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 génes cible. La voie JNK a été montrée comme ayant a la fois un role
antitumoral et un role pro-tumoral, selon les contextes. En bas de la figure sont mentionnés quelques
études (liste non exhaustive) qui ont montré ces différents réles dans la tumorigénése.

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 réle protecteur, au
sein des cellules tumorales elle participe activement au processus de tumorigénése.

Elle a par exemple été décrite dans plusieurs modeéles 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 a 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 RasV'? et scrib”-. Ainsi, une étude de Wu et al. a permis
de montrer que la mutation scrib”-, qu'elle soit au sein de la méme cellule exprimant
RasV'? ou dans la cellule voisine, induit l'activation de la voie JNK dans la cellule
exprimant RasV'?, entrainant la formation d’'une tumeur massive et invasive (Wu et al.,
2010) (Figure 60). Dans les tumeurs Syx7RNAi et YKiSA3, 'augmentation de la tension
jonctionnelle induit a la fois le changement d’état de cellules épithéliales en cellules
mésenchymateuses de fagon concomitante avec I'induction d’apoptose. Au vu du lien
existant entre cytosquelette d’actomyosine et activation de la voie JNK et du rble de
cette voie dans I'induction d’apoptose et dans la progression tumorale, il est tout a 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 modéle.

Pour tester cela, il serait intéressant de caractériser la voie JNK dans les modeéles de
tumeurs Syx7RNA et YKiSA<3, Une précédente étude a montré, en étudiant I'expression
d’'une cible de la voie, puc, que la voie JNK est activée dans les tumeurs Syx7RNA et
ce, avant méme 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 YkiSA3, cela suggére que la voie JNK n'y
serait pas activée et qu’elle pourrait donc avoir un réle important spécifiquement dans
les tumeurs amenées a évoluer en dysplasie. Pour tester cela, il serait intéressant
d’inhiber la voie JNK dans les tumeurs Syx7RNA (en utilisant un dominant-négatif contre
basket par exemple) ou au contraire de I'activer dans les tumeurs YkiSA3 (en utilisant
une forme constitutive active d’hemipterous) et d’observer si cela impacte a la fois la

présence d’apoptose et la transition hyperplasie-dysplasie.

Dans un second temps, il serait intéressant de tester '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 I'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 modéle de tumeurs Syx7RNA |'origine de
'augmentation de tension jonctionnelle est toujours inconnue et puisque nous n’avons

pas identifié d’outils pour la réduire efficacement, il sera donc difficile a court terme de
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tester la potentielle contribution des forces a I'activation de la voie JNK. En revanche,
dans les tumeurs YkiSA3 + flwRNA il serait interessant de tester si la voie JNK est
activée, grace aux rapporteurs de la voie MMP1 et puc. Sila voie JNK se trouve activée
dans les tumeurs YkiS*3® par 'augmentation des forces causées par la perte de
flapwing, I'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 particuliérement intéressant ici, c’est que ce signal semble étre
spécifique des cellules tumorales. En effet, en testant le flwRNA et 'AJ-GFP-Trap dans
un contexte développemental, jai 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 YkiSA3, '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 particulieres qui restent a déterminer et qui
modifieraient la réponse de la cellule suite a un signal mécanique. Il serait donc
intéressant de tester 'impact de 'augmentation de tension jonctionnelle dans d’autres
contextes hyperplasiques pour voir s'il s’agit d'un mécanisme spécifique du contexte
YkiSA% ou au contraire d’'un mécanisme général aux cellules ayant une prolifération

incontrolée.

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 étre
le facteur de transcription Grainyhead (Grh). En effet, que ce soit dans le contexte
Syx7RNAI " ou 'augmentation de tension jonctionnelle est présente spontanément, ou
dans le contexte YkiS*3 transformé en dysplasie, suite a I'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 role dans le maintien de I'état épithélial (Nieto et al., 2016). Néanmoins, pour aller
plus loin, il serait intéressant de tester I'impact direct des forces sur I'expression de
134



Grh. En effet, si jusqu’a présent, les niveaux d’expression correlent avec I'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, trés t6t dans les tumeurs Syx7RNA" 3 96h ADO. En effet, jusqu’a
présent, jai regardé l'expression de Grh dans des tumeurs déja devenues
dysplasiques. En regardant a 96h ADO dans les tumeurs Syx7RNA moment ou les
cellules tumorales sont toujours épithéliales, il serait intéressant de voir si, déja a ce
stade, les niveaux de Grh sont modifiés ou non. Si Grh est effectivement une cible de
la mécanotransduction, il est possible qu’a 96h ADO, suite a 'augmentation de tension
jonctionnelle, ses niveaux d’expression soient déja modifiés et que cela participe par
la suite a induire la transition hyperplasie-dysplasie. Si tel est le cas, Grh pourrait alors
servir de marqueur pour un crible visant a identifier des génes impliqués dans cette

sensibilité aux signaux mécaniques spécifique des cellules tumorales.

Toutefois, lorsque le processus de TEM commence, on peut observer un effet
immeédiat 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 a plus long terme qui permet notamment la répression
des génes impliqués dans le maintien de I'état épithélial, dont grainyhead fait partie. Il
est donc tout a 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 hypothése, il
serait intéressant de tester le réle direct de Grh sur la transition hyperplasie-dysplasie.
Puisque Grh est réprimé dans les cellules mésenchymateuses, il pourrait étre
intéressant de maintenir son expression dans les cellules des tumeurs Syx7RNA pour
voir si cela bloquerait la transition vers un état mésenchymateux. En paralléle, il serait
intéressant de tester si, en inhibant Grh dans les cellules strictement épithéliales qui
constituent la tumeur YkiSA3, cela permettrait d’induire leur transition vers un état

meésenchymateux.

Ces expériences permettront a terme d’avoir une meilleure compréhension des

acteurs mis en jeu lors de la transition hyperplasie-dysplasie.
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2 Apoptose et tumorigéneése

Si 'augmentation de tension jonctionnelle peut agir via la mécanotransduction, jai
également montré dans cette étude qu'une conséquence inattendue de la conversion

de forces en signal biochimique était I'induction de I'apoptose.

L’apoptose, aussi appelée mort cellulaire programmée est un processus permettant
I'élimination de cellules au cours du développement et joue un réle de contrble qualité
chez I'adulte. Elle permet par exemple de prévenir 'apparition de cancer en permettant
I'élimination des cellules anormales et empécher qu’elles ne surproliferent (Pérez-
Garijo and Steller, 2015). Considérée donc comme un mécanisme antitumoral, la
résistance accrue a I'apoptose est d’ailleurs une des principales caractéristiques des
cellules cancéreuses (Hanahan and Weinberg, 2000). Néanmoins, quelques études
montrent que si 'apoptose est la normalement pour nous protéger, dans le cas de la
progression tumorale, son réle peut étre un peu plus compliqué. En effet, une étude a
montré qu’il existait une corrélation entre la présence d’apoptose et '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, linjection de cellules tumorales combinées a 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 a des cellules tumorales apoptotiques induit une
prolifération plus importante des cellules tumorales autour.
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Le fait que I'apoptose puisse induire la prolifération des cellules voisines a initialement
été mis en évidence gréce a des études réalisées chez la drosophile. Une cellule
apoptotique étant trés 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
'on appelle des « cellules non-mortes » (« undead cells » en anglais). Dans ces
cellules, I'apoptose est induite génétiquement grace a I'expression d’'un géne pro-
apoptotique mais la fin de la cascade apoptotique est bloquée avec I'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 méme
conduire a la formation de tumeurs (Pérez-Garijo et al., 2005; Perez-Garijo et al.,
2009). Plus récemment, dans un modéle de cellules de mélanome et in vivo dans un
modéle de poisson-zébre, une étude a montré qu’un processus apoptotique ne se
déroulant pas correctement augmente I'invasion de ces cellules. Dans cette étude, les
auteurs développent un modeéle « 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. lls montrent que dans ce cas, les cellules
ayant initié mais pas terminé le processus arborent une signature transcriptomique
bien particuliére qui leur confére 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 réle pro-tumoral de I'apoptose, il est
important de garder en téte que dans ce cas, les cellules sont maintenues de fagon
artificielle dans un état non physiologique. Dans mon modéle, si la présence de cellules
non-mortes ne peut pas étre complétement exclue, j'ai cependant pu observer (1) un
marquage de la forme activée de Dcp1, (2) la présence de fragments apoptotiques et
(3) de '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, jai donc montré un réle pro-tumoral des cellules apoptotiques qui surviennent

spontanément dans les tumeurs et qui terminent le processus apoptotique.
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De facon intéressante, les études présentées précédemment montrent un réle pro-
tumoral des cellules apoptotiques, principalement relié a la prolifération des cellules
tumorales (Ford et al., 2015; Huang et al., 2011). Dans mon modéle en revanche, jai
démontré un nouveau réle 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, jai montré que les cellules apoptotiques, présentes dans les
tumeurs Syx7RNA induisent le changement d’état de cellules épithéliales en cellules
mésenchymateuses. J'ai également montré que la présence d’apoptose corréle avec
une diminution de lintensité des jonctions adhérentes et septées dans les deux
contextes génétiques Syx7RNAT et YkiSA3 suggérant que I'apoptose fragilise les
jonctions intercellulaires. Si I'identité épithéliale est en partie définie par la polarité
apico-basale, elle I'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 Syx7"NA et YkiSA3 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 hypothéses peuvent étre envisagées. La protéine [(-caténine,
associée aux jonctions adhérentes joue un réle majeur dans la voie Wnt/B-cat. Souvent
fortement affectée dans de nombreux cancers (Taciak et al., 2018), il est tout a fait
envisageable qu’elle joue un rdle clé dans notre contexte. En effet, la fragilisation des
jonctions adhérentes pourrait libérer B-caténine qui pourrait alors transloquer dans le
noyau et, en s’associant a d’autres facteurs, induire la transcription de génes cibles,

responsables de la transition vers un état mésenchymateux.

Un autre mécanisme d’action pourrait étre 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 systeme 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 mammiféres, 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 modéle Syx7RNAi si 'apoptose
est massive et ce, trés tét 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 apres 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; Diwaniji 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
I'hydre, que lorsque la téte est coupeée, les cellules apoptotiques situées au niveau du
site de coupure, libérent des facteurs mitogéniques induisant la prolifération des
cellules voisines ce qui permet la régénération de la téte (Chera et al., 2009). De plus,
une autre étude a montré dans un modele 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 I'épissage des ARNm de
ces cellules tumorales, modifiant ainsi leur phénotype (Pavlyukov et al., 2018). Dans
mon modéle, 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 a un état mésenchymateux des cellules autour. Pour tester cela, il pourrait
étre intéressant de réaliser des expériences de co-culture entre des tumeurs Syx7RNA
ou il y a beaucoup d’apoptose et des tumeurs YkiSA*® 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 YkiS*3 en favorisant la

transition hyperplasie-dysplasie.
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De fagon générale, le rdle pro-tumoral de I'apoptose commence a émerger dans
certains contextes mais est encore mal compris. Les cellules apoptotiques pourraient
donc agir a différents moments du processus apoptotique : en fragilisant les jonctions
intercellulaires lorsque la cellule quitte [I'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 rdle pro-tumoral et pourrait méme
favoriser la repopulation par les cellules cancéreuses aprés traitement. Une étude a
d’ailleurs montré que les cellules tumorales apoptotiques qui surviennent aprés
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 a deux niveaux en (1) induisant la
prolifération des cellules tumorales et (2) favoriser leur changement d’état permettant

a la tumeur de devenir plus agressive.

3 Vers une généralisation du roéle pro-tumoral de I’apoptose et des

propriétés mécaniques des jonctions adhérentes ?

Dans cette étude, je me suis focalisée sur deux contextes génétiques Syx7RNA et
YkiSA3 et 'ai montré que I'apoptose et 'augmentation de tension jonctionnelle jouent
un réle majeur dans la progression tumorale, en favorisant notamment la transition
hyperplasie-dysplasie. Néanmoins, on peut se demander si ce que jai démontré dans
ces deux contextes génétiques pourrait s’appliquer a d’autres et éventuellement se
généraliser. Aussi, pour répondre a 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

mecaniques.

Dans un premier temps, je me suis intéressée a un contexte génétique : I'inhibition des
génes 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 génes : polyhoméotique-p (pour
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proximal, ph-p) et polyhoméotique-d (pour distal, ph-d). Une mutation au niveau de
'un ou des deux génes conduit a la formation de tumeurs (Gonzalez et al., 2009;
Martinez et al., 2009). Au cours de ma thése, jai caractérisé des tumeurs obtenues
suite a l'utilisation d’'un ARNi dirigé contre les deux geénes ph (ph-d et ph-p) qui
présentaient un phénotype particulierement intéressant. En effet, I'utilisation de cet
ARNi conduisait dans un premier temps a la formation d’'une tumeur d’abord
hyperplasique (Figure 62A). Par la suite, j’ai observé qu’au centre la tumeur, une zone
particuliére 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 fagon trés intéressante qu’une partie de
la tumeur hyperplasique évoluait en tumeur dysplasique, précisément la ou I'apoptose
et '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, méme sur des tumeurs plus agées. Ce contexte génétique était
particulierement 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 I'avantage de pouvoir comparer les
cellules ayant strictement le méme 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 particulierement
compliquée. Si a l'origine, j'utilisais une lignée ARNi dirigé contre les deux génes ph,
il s’est avéré que cette lignée contenait également un autre élément, non identifié, qui
interférait génétiquement avec 'ARNi. En effet, en voulant ajouter dans le systéme la
lignée rapportrice pour la Myosine-Il, je me suis rendue compte que changer le fond
génétique de la lignée phRNA avait pour conséquence de ne plus induire la formation
de tumeurs. J'ai donc laissé ce contexte de coté mais il pourrait étre intéressant de se
repencher dessus étant donné son caractére particulierement prometteur. Puisque la
lignée ARNi dirigée contre les deux génes ph est inutilisable, il pourrait étre intéressant
de tester de combiner deux RNAi différents, chacun dirigé contre un géne ph ou
eventuellement des mutants et de voir si I'on obtient le méme phénotype tumoral, c’est-

a-dire une évolution en dysplasie trés locale.
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Figure 62 : Caractérisation du contexte Polyhoméotique

(A) Cinétique au cours du temps du développement des tumeurs phRNA |a zone précurseur de l'aile
est délimitée par des pointillés. (B-B’) Images tirées d’'une autre expérience de cinétique réalisée a 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 a I'endroit ou
démarre la dysplasie. Barre d’échelle 50um.

Dans un second temps, je me suis intéressée au contexte RasV'?, 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 Ras"'? dans la
zone précurseur de laile induit la formation d’'une tumeur hyperplasique qui n’évolue
pas au cours du temps. De fagon intéressante, je n’ai observé dans ce contexte, ni
apoptose, ni augmentation d’actine (Figure 63A), de maniére similaire a ce que javais
observé dans le contexte YkiSA3, suggérant donc que la présence d’apoptose et
'augmentation de tension jonctionnelle pourraient étre spécifiques des tumeurs
évoluant en dysplasie. Par la suite, jai également caractérisé un autre contexte
génétique perturbant la polarité apico-basale et induisant la formation de tumeurs
dysplasiques : I'utilisation d’'un dominant-négatif pour aPKC (aPKCPN) (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 méme que la tumeur ne se forme,

exactement comme le contexte Syx7RNA' (Figure 63B).
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Ici, nous avons donc 4 contextes génétiques différents et indépendants, RasV'?,
YkiSA3, aPKCPN et Syx7RNAI dans lesquels la présence d’apoptose et 'accumulation
d’actine dans la zone d’induction de la tumeur corrélent strictement avec I'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 étre des marqueurs
précoces de I'agressivité tumorale. Ces résultats étant particulierement prometteurs, il
conviendrait maintenant de tester le role de I'apoptose et de cette augmentation
d’actine dans ces deux contextes en réalisant des expériences similaires a ce qui a

été fait dans les contextes Syx7RNAi et YkiSAX3,

Figure 63 : Caractérisation de deux autres contextes génétiques : RasV'? et

aPKCPN

(A-B) Disques imaginaux d’ailes obtenus suite a I'induction de la mutation RasV'2 (A) et a I'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 Phalloidine, en rouge et 'apoptose en vert. Le contexte
RasV'2 induit la formation de tumeurs strictement hyperplasiques, dans lesquelles il n’y pas d’apoptose
ni d’augmentation de F-actine ('accumulation observée marquée par un astérisque correspond en
réalité a la membrane péripodiale, entourant le disque). Le contexte aPKCPN permet d’obtenir des
tumeurs, d’abord hyperplasiques (& 120h ADO) qui évoluent ensuite en dysplasie. De fagon
intéressante, tout comme le contexte Syx7RNA une accumulation de F-actine et d’apoptose précéde la
formation de la tumeur (& 96h ADO). Barre d’échelle 50um.
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En résumé, I’ensemble de mes travaux de thése a permis de montrer chez la
drosophile que les propriétés mécaniques au niveau des jonctions adhérentes
jouent un réle 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 I'induction
d’apoptose. Ces travaux pointent également le fait que la modification des
propriétés mécaniques et la présence d’apoptose pourraient étre des marqueurs
précoces de I’agressivité tumorale. A terme, ces travaux permettront d’avoir une
meilleure compréhension des facteurs responsables de la progression tumorale

et permettront peut-étre d’adapter de nouvelles thérapies.
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Mateériels et Méthodes
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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 dIg1[MI06353-
GFSTF.0] (BDSC_59417). La lignée sqh-eGFP[29], utilisée pour voir la distribution de
Myosine-Il a été décrite précédemment (Ambrosini et al., 2019). Les lignées knock-in
Viking-TagRFPt et Snail%-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 HmI::QF2.Delta (BDSC_66468).

Les lignées UAS ou QUAS obtenues a BDSC sont : UAS::nls-GFP (BDSC_4776);
UAS::RNAIi-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-sgh
(BDSC_32439) ; UAS ::RNAi-sgh (BDSC _33892) UAS ::RNAi-Rho (BDSC_27727) ;
UAS ::MBSN3 (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 w'’’® . La construction
UAS::Vhh4-alpha-cat-TagRFPt (i.e. AJ-GFP trap) a été décrite précédemment (Martin
etal., 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::RasV'?
(BDSC_64196) ; enh_sgh_mCherry, sChFP (BDSC_35524).

Les lignées rapportant I'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 phRNA 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::RNAIi-Syx7[GD2767] provient du Vienna Drosophila Resource
Center (VDRC). La lignée w; rn::Gal4, UAS::Yorkie[3SAJ/TM6B, tub::Gal80 a été
geénérée dans cette étude. Le maintien des transgénes sur le deuxiéme chromosome
est fait grace a 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 males et des femelles, mis a
part dans les expériences réalisées avec I'AJ-GFP-Trap ou seuls les males ont été
utilisés. Les expériences ont été réalisées a 25°C, sauf dans les expériences
d’inhibition d’apoptose dans le contexte Syx7 ou, pour compenser la présence d’un
deuxieme UAS dans le systéme, I'expérience a été réalisée a 29°C et pour les

expériences avec 'AJ-GFP-Trap qui ont été réalisées a 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 a 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 a 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’étre montés dans du Vectashield
contenant du DAPI ou de la Phalloidine-TRITC (Vector Laboratories). Pour le
montage, on utilise des espaceurs (« spaceurs ») de 120 mm de profondeur (Secure-
Seal™ 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 Phalloidine-Rhodamine de chez
Fischer (1/500, incubation de 2 heures avec les anticorps secondaires). Une autre
meéthode consiste a monter les échantillons dans du Vectashield contenant de la
Phalloidine-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); antiBPS
(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 I'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 a huile ou 63x/1.4 a 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
contrblée, la stratégie suivante a été utilisée. Des femelles vierges (a peu prés 250-
300 par pondoir) sont collectées en 3 a 5 jours maximum. Les méles sont croisés avec
les femelles (environ 10 males 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 a 25°C puis les boites sur lesquelles ont été déposés les
embryons sont incubées a 25°C (ou 29°C pour les expériences d’inhibition d’apoptose
dans le contexte Syx7. Le jour suivant, les boites sont transférées dans des tubes
contenant du milieu nutritif standard afin d’éviter un éventuel manque de nourriture et
les tubes sont replacés a 25°C ou 29°C. Les embryons sont ensuite laissés a vieillir le
temps indiqué, les plus jeunes disséqués étant a 96h ADO (aprés dépét de I'ceuf) a
25°C ou 64h ADO a 29°C. Pour chaque expérience, le croisement contréle est réalisé

en paralléle en remplagant le UAS ::RNAI-Syx7 ou UAS ::YorkieS~< par un transgéne
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UAS ::lacZ. Les disques contréle ne peuvent pas étre analysés apres 120h ADO, a

cause de la métamorphose qui démarre a 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
paramétres : la taille globale de la zone précurseur de l'aile, c’est-a-dire la zone
d’induction de la tumeur et I'organisation cellulaire de cette méme zone (épithélial VS
mésenchymateux). Pour cela, les disques sont systématiquement comparés a des
disques contréle (non tumoraux) du méme &age 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 a-caténine pour marquer
les jonctions adhérentes ; Disc Large (Dlg) pour marquer les jonctions septées ; [3-
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 péles 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 a celle du contrdle 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
contrble sont classés en disques « hyperplasiques ». Finalement, les disques
tumoraux présentant une organisation mésenchymateuse et une taille plus importante

que le disque contrdle sont qualifiés de disques néoplasiques.
Induction d’apoptose

Les expériences d’'induction d’apoptose ont été réalisées grace au transgéne
UAS::FRTstopFRT-reaper couplé au transgéne UAS:Yorkie[3SA] dans la zone
précurseur de l'aile. Les croisements ont été réalisés 25°C permettant I'induction de
tumeurs hyperplasiques. Un choc thermique a 37°C est réalisés pendant 20 minutes
et les larves sont ensuite laissées a vieillir a 25°C pendant 16 heures avant d’étre

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 feetal et 0.5% de pénicilline-streptomycine.
Les disques d’aile sont ensuite transférés sur une lame dans 13.5 pl de milieu de
culture dans un espaceur de 120 um de profondeur (Secure-Seal™ from Sigma-
Aldrich). Une lamelle haute précision (n°1.5H, Marienfeld) est ensuite placé sur

'espaceur. Les instruments sont soigneusement lavés a I'’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 a 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 10um)
pendant 5 secondes a 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 parameétres

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 géneérés sur Prism. Les boites a moustaches représentent la

mediane, 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 I’Actomyosine et du Collagéne IV
Pour quantifier '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 uym en X/Y et 1
Mm 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 I'épithélium : une au niveau du notum/ région charniere (pour
le contrdle) et une autre au niveau de la zone précurseur de l'aile (zone d’intérét). La
valeur d’intensité moyenne de fluorescence de la zone d’intérét est ensuite divisée par

celle de la zone contréle pour normaliser. Pour chaque disque, 3 coupes sagittales ont
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éteé réalisées et j'ai fait la moyenne des trois. Les analyses ont été réalisées sur des
disques marqués a la Phalloidine pour révéler la F-actine ou en utilisant la lignée

Knock-in sqh-eGFP pour visualiser la Myosine-lI.

Pour les quantifications du collagéne IV, une stratégie similaire a été utilisée, sauf que
I'épaisseur des lignes tracées était de 3. Les quantifications ont été réalisées sur la
lignée knock-in Viking-TagRFPt en tracant les lignes sur le péle basal des épithéliums.
Pour la zon contréle, 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 aprés induction
d’apoptose

Les quantifications de l'intensité de fluorescence de E-cadhérine et Disc Large apres
induction d’apoptose ont été réalisées sur un plan pris avec I'objectif 40x/1.4 a huile.
Les images ont été prises dans une région présentant a la fois de 'apoptose massive
et a la fois une zone sans ou avec trés 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 a 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
I'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 a 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
gu’au lieu du volume, j’ai utilisé la fonction “détection de points” dans le logiciel Imaris.
Un seuil de 5um a été utilisé pour détecter les points. Les macrophages ont été
marqués en utilisant I'expression de la protéines fluorescente QUAS::mCherry sous

contréle du pilote Hml ::QF2, spécifique des macrophages.
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Dans ces annexes, vous trouverez dans un premier temps le manuscrit de I'article qui
reprend une grande partie des résultats présentés dans la premiére 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 deuxiéme temps, vous trouverez également le manuscrit de la revue a
laquelle jai participé au cours de ma thése 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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MAIN TEXT

Cancer is a highly complex pathology leading to tissue overgrowth and, in most dramatic cases, to
colonization of distant organs. Cancer is characterized by several hallmarks, such as sustained
proliferative properties, evasion from immunological monitoring or increased resistance to cell death
L, A vast majority of tumours, carcinoma, stems from epithelial cells. Epithelia are sheets of polarized
cells, presenting an apico-basal polarity, connected among each other through intercellular junctions,
especially adherens junctions (that sustain mechanical integrity of the tissue) and tight junctions (that
control permeability). Epithelial cells are also connected via receptors such as Integrin to the
extracellular matrix (ECM) that provides structural stability 2. Tumours can evolve through increasingly
aggressive steps 7, in part due to the acquisition of mesenchymal traits such as loss of apico-basal
polarity and decrease in intercellular or ECM adhesion. Thus, tumour aggressiveness is associated with
an epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), a process which can be partial, leading to cells
expressing a combination of epithelial and mesenchymal markers ®’. Tumoral EMT therefore underlies
the switch from initially epithelial, hyperplastic to more aggressive dysplastic tumours 8. Because
appearance of mesenchymal domains also favours the formation of cancer stem cells and increases
resistance to therapeutic strategies >**, understanding mechanisms initiating cancer-associated EMT

is therefore of prime importance.

One striking characteristic of tumours of epithelial origins is the profound alteration in their mechanical
properties. For instance, tissue stiffness is dramatically increased in tumours, and several mechanisms
underly this change in properties, such as constrained growth *?, increase in interstitial fluid pressure
13, or increase in ECM deposition or crosslinking ***°, Despite acknowledgement of the importance of
biomechanics associated with tumour evolution, the contribution of tumour cell mechanics is still
unclear, especially because some inconsistency exists in the data obtained so far on tumour cell
physical properties. On the one hand, the vast majority of rheological studies analysing the stiffness of
tumour cells in culture described them as softer than normal cells, leading to the hypothesis of an
inverse correlation between cell stiffness and malignancy 7, On the other hand, an increase in
cellular contractility has been associated with tumour growth in breast cancer cells, mouse skin or
Drosophila eye epithelia **2°, These studies suggest that cancer cell stiffness could contribute to
tumour development, although mechanical properties were not directly analysed in those contexts.
The discrepancy between data probing mechanical properties of tumour cells may be the consequence
of i- the difficulty to discriminate between tumour cells and their microenvironment in in situ studies
and ii- the non-physiological conditions associated with tumour cells in culture. Overall, these
controversial data highlight the need to characterize the evolution of tumour mechanics throughout

tumour progression in a simplified and integrated in vivo system. For this purpose, we performed a
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detailed characterization of actomyosin cytoskeleton dynamics and contribution in temporally and

spatially controlled Drosophila tumours, using an inducible system to follow tumour development.

Increased adherens junction contractility is a marker of pre-tumoral tissues in evolving tumours

To probe tissue mechanics in evolving tumours, we used the downregulation of the tumour-suppressor
gene Syntaxin 7 (Syx7, also known as Avalanche, Avl), a component of the endocytic machinery that
controls trafficking of transmembrane molecules such as the Notch receptor and which is associated

with dysplasia in the fly follicular epithelium

. We generated tumours in the pouch region of the
Drosophila wing disc since this domain, in which transgene expression can be timely controlled, is
composed of a simple monolayer epithelium sitting on the extracellular matrix. This system allows to
unambiguously probe the mechanical properties of tumour cells, without any possible confusion with
cells of the microenvironment. We confirmed that Syx7 knockdown can promote tumour formation in
the wing pouch 222 (Sup Fig.1A) and performed a detailed characterization of tumour evolution at cell

and tissue scales in this context.

We combined the macroscopic description of tissue growth (Fig. 1A-B) with detailed characterization
of tissue organization using a combination of markers for adherens junctions (E-cadherin, E-Cad), tight
junctions (Disc large, Dlg), cell/ECM junctions (Talin, Beta-Integrin) (Fig.1A’-B’). We found that Syx7
RNAiI discs were initially similar or slightly smaller than control discs at 96h after egg laying (AEL), with
E-Cad/Dlg and Talin respectively labelling apical and basal poles of epithelial cells (Fig.1B’). Since no
sign of tumour development is visible at this stage, we call it “pre-tumoral stage”. At 108h AEL, a stage

[

we call “early tumour stage”, most Syx7 RNAI discs are overgrown compared to control discs of the
same age, still keeping epithelial organization, corresponding to hyperplastic tumours. Finally, by 120h
AEL onwards, which we call the “late tumour stage”, nearly all Syx7 RNAi discs have become dysplastic.
Indeed, these tumoral tissues are not only overgrown but also present domains in which cells have lost
their epithelial organization, as revealed by a loose shape, DIg relocation around most of the cell
cortex, and scattered E-Cad and Talin dots (Fig.1B’, right panel). Similar results regarding the loss of
epithelial polarity in late tumours were observed using additional markers, such as the basal beta-
Integrin, the apical cell polarity marker Bazooka/Par3 and F-actin which labels cortex organisation (Sup
Fig. 1B, C), revealing a mesenchymal-like state (hereafter referred to as “mesenchymal”). Hence, at
25°C, we identified three main stages, with the “pre-tumour stage” at 96h AEL, just before the onset

of overgrowth, the “early tumour stage” at 108h AEL in which most discs are hyperplastic, and the late

tumour stage from 120h AEL onwards in which nearly all tumours are dysplastic (Fig.1 B”, C).
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This temporal characterization of tumour evolution set up the framework to investigate possible
alterations of tissue mechanics in evolving tumours. We started studying tumour development starting
from the pre-tumoral stage. Since part of tissue mechanics relies on ECM constitution, we first
characterized the pattern of one main ECM component, Collagen IV, as well as ECM/tumour cell
interaction, by looking at the mechanoresponsive component of Integrin junctions, Talin. Neither
Collagen IV levels nor Talin distribution were different between control and Syx7 RNAi discs at the pre-
tumour stage (compare Fig.1A’ with the left panel in FiglB’, Fig. 1D, Sup Fig. 1D). Next, we focused on
the cytoskeleton itself, which could be responsible for intrinsic alterations of tumour cell mechanics.
Strikingly, we observed an unsuspected strong enrichment of F-actin and of the molecular motor non-
muscle myosin Il (hereafter referred to as myosin Il) in Syx7 RNAi discs at the pre-tumour stage (Fig.1
E and Sup Fig.1E). This pointed towards a potential alteration of tumour cell mechanics already in pre-
tumoral tissues. We quantified the levels of F-actin and myosin Il, both on the basal side where basal
junctions connect cells to the extracellular matrix, and on the apical side at the level of intercellular
junctions. Interestingly, both F-actin and myosin Il were strongly enriched apically (Fig.1 F-H). Indeed,
while F-actin levels were not significantly different at the basal side and myosin Il levels were increased
by 15%, F-actin and myosin Il were increased by about respectively 25% and nearly 50% at the apical
pole of pre-tumoral tissue. Co-staining with E-cadherin showed that F-actin and myosin Il accumulate
specifically at adherens junctions (Fig. 1F), suggesting an unexpected change in adherens junction

contractility between a control and a pre-tumoral tissue.

We therefore determined whether acto-myosin accumulation efficiently translates into an alteration
of adherens junction’s tension. For this purpose, we performed laser ablation on the E-cadherin-GFP
knock-in line in control and Syx7 RNAI discs at pre-tumour stage (Fig.1l). Interestingly, the recoil of
vertices following ablation is higher in the Syx7 RNAI discs, with both initial and maximal recoils being
about 50% higher compared to control discs (Fig.1 J, K). The increase of adherens junction contractility
is observed at the pre-tumour stage, when the tumour is not yet morphologically identifiable as an
overgrowth. It thus appears to be the first sign of tumour development in this context and constitutes

a pre-tumoral marker.

High junctional contractility in tumour cells drives tumour aggressiveness

We next wondered whether the increase in adherens junction tension is specific to aggressive
tumours, or whether it is also observed in early hyperplastic tumours. We therefore turned to a genetic
context strictly associated with hyperplasia induction in fly: the overexpression of Yorkie, the ortholog
of the mammalian YAP transcription factor 2% Following expression of a mutated form of Yorkie % in

the wing discs, we observed that at any timepoint analysed the discs are larger than the control ones
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(Fig.2A, Sup Fig.2A, B) and that cells keep an epithelial organization (Fig.2B, Sup Fig.2C, D). Therefore,
EMT is never induced following Yorkie expression and tumours remain hyperplastic, irrespective of
their age (Fig. 2C). Importantly, myosin Il levels were notincreased at adherens junctions in this context
(Fig.2B, D), and their tension was even slightly decreased (Fig.2E, Sup Fig. 2E). Thus, comparing analysis
in dysplastic (above) and hyperplasic contexts, we conclude that high adherens junction tension

constitutes a pre-tumoral marker specific of dysplastic tumours.

We then asked whether high tension could promote tumour evolution and aggressiveness. We
therefore tested whether increasing junctional contractility could be sufficient to promote an

epithelial-to-mesenchymal cell behaviour in strictly hyperplastic tumours, such as Yorkie tumours.

To increase contractility at adherens junction, we set up two independent strategies, initially in non-
tumoral wing discs, to ensure that these genetic manipulations do not perturb epithelial organisation.
First, we induced the specific recruitment of myosin Il at adherens junctions through the use of a trap
forcing GFP-fusion protein relocation. This tool, hereafter called AJ-GFP-trap (Fig.2F) is composed of a
llama antibody (or nanobody) against GFP fused to the adherens junction protein alpha-Catenin that
controls its location and to a red fluorescent protein (RFP) to visualize it 2?7 . When the myosin Il
regulatory light chain (MRLC) spaghetti squash (sqh) endogenously tagged by GFP 28 is expressed in the
wing pouch, the AJ-GFP-trap leads to a strong increase of myosin Il at the apex of epithelial cells from
the wing pouch (Fig.2G, H, Sup Fig.3A, B). Analysis of myosin Il intensity shows that it increases by 50%
at adherens junctions in presence of the AJ-GFP-trap by comparison with a control transgene
expressing simply an alpha-catenin-RFP construct (Fig.2H), reaching levels close to those observed in
Syx7 RNA. discs (Fig.1H). In a complementary way to increase contractility, we inactivated the flapwing
gene product, a component of the phosphatase complex that restrain myosin Il activity through
dephosphorylation of spaghetti squash (Sup Fig.3C) 2. flapwing knockdown also led to an increase
of myosin Il in the wing pouch by 20% at adherens junction’s, but no significantly increase at the basal
pole (Sup Fig.3D-F). The increase in apical myosin Il levels translated in enhanced vertex recoil following
laser ablation, revealing enhanced adherens junction’s tension in this context (Fig.2 I, Sup Fig. 3G).
Thus, these strategies induce higher myosin |l recruitment and increased tension at adherens junctions
in the wing disc without affecting epithelial organization in non-tumoral epithelium, as revealed by

Dlg, alpha-catenin and myosin Il normal distribution (Fig.2G, Sup Fig.3B, 3E).

We then tested the impact of increased adherens junction contractility in the hyperplastic tumoral
context. To do so, we induced myosin Il junctional recruitment through either flapwing RNAi or AJ-
GFP-trap expression in Yorkie tumours. Strikingly, we observed the apparition of domains containing

rounder cells, with delocalised ECad, alpha-Cat, DIg and Talin. (Fig.2J), K, Sup Fig.4). The cell’s
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cytoskeleton was also reorganised, with delocalised F-actin, as well as myosin Il, around the whole cell
cortex, instead of the apical and basal enrichments associated with the epithelial phenotype (Sup
Fig.4). Importantly, the conversion of hyperplastic into dysplastic tumours by increased mechanics
was fully penetrant, since all manipulated discs were dysplastic, presenting at least one mesenchymal
domain (Fig.2L). Hence, while the alteration of myosin Il levels at adherens junctions has no impact on
the epithelial structure in non-tumoral tissues (Fig.2G, Sup Fig.3B, 3E), it is sufficient to promote
epithelial-to-mesenchymal transition in tumoral discs that normally remain strictly epithelial (Fig.2 J,

K, Sup Fig.4).

Apoptosis as a promoter of tumour aggressiveness downstream of contractility increase

We next investigated mechanisms that could participate in triggering EMT downstream of increased
junctional tension. By looking for alterations that would be present in Syx7 RNAi tumours prior to the
onset of EMT, but absent in the control tissue, we observed an important amount of cell death, as
revealed by staining against the active form of the effector caspase Dcpl. Indeed, massive apoptosis
was observed in pre-tumour Syx7 RNAi discs (96h AEL) in which junctional tension is high, prior to EMT
appearing at 108h AEL (Fig.3A, A’). Interestingly, apoptosis was absent in Yorkie tumours, irrespective
of the age of the tumour (Fig.3B, left panel), suggesting that apoptosis was specifically associated with
aggressive tumours (see Sup Fig.5A for quantifications). Therefore, in fly tumours, apoptosis is tightly
correlated with high myosin Il levels, both temporally and spatially, and its appearance precedes the
induction of epithelial-to-mesenchymal transition in Syx7 RNAi tumours. Furthermore, Yorkie tumours
with increased contractility also presented elevated levels of apoptosis (Fig.3B’-B"’), specifically in
regions where myosin levels were higher and transformation occurred (Fig.3B middle and right panels,
Sup Fig. 5B). These data further suggest that apoptosis is induced by high level of adherens junction

contractility present in evolving tumours.

Apoptotic cells are known to influence their surrounding by various signalling or mechanical means
during development 3723, Moreover, while apoptosis is a well-known protective mechanism 3,
several reports pointed towards the presence of apoptosis in certain tumoral contexts and its ability
to promote cell proliferation in specific cases 31353, Together with the close proximity of apoptotic
cells to dysplastic zones (Sup Fig. 5B), this prompted us to ask whether apoptosis could contribute to
the induction of epithelial-to-mesenchymal transition in Drosophila tumours. To investigate the
potential pro-tumoral role of cell death, we first inhibited cell death in Syx7 RNAi tumours. Nearly
complete cell death inhibition was difficult to obtain, and was only possible through inhibition of the

three main fly proapoptotic genes reaper, hid and grim by expression of a RNAi transgene in a genetic
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background heterozygous for those genes, a genetic combination hereafter referred to as “miRHG
DfH99” (Supp Fig.5C-E). We next analysed Syx7 RNAi tumour evolution with or without cell death in
tumours grown for exactly the same duration, and which have a similar macroscopic appearance
(Fig.3C). Interestingly, when roughly half of the Syx7 RNAi tumours (containing apoptosis) are epithelial
and 40% of them are starting to become mesenchymal, Syx7 RNAi tumours without apoptosis
presented only 15% of mesenchymal tumours (showing only limited zones of mesenchymal cells), but
about 65% of purely epithelial, hyperplastic tumours (Fig.3D). Strikingly, this tendency is amplified at
later stages when all Syx7 RNAi tumours bearing apoptosis have turned massively mesenchymal, while
blocking cell death maintained 60% of the tumours in an epithelial stage, showing a strong decrease in
the number of aggressive tumours at an equivalent time point (Fig.3E, E’). These results show that

apoptosis promotes the epithelial-to-mesenchymal transition in tumoral contexts.

We next asked how cell death could act as a pro-tumoral factor regarding the epithelial-mesenchymal
cell status. To address this question, we first investigated whether hemocytes, the fly macrophages,
could play a role. Indeed, macrophages, which are attracted by dead cells to clean apoptotic corpses,
are known regulators of tumour aggressiveness in mammals, while hemocytes are indirect modulators
of tissue overgrowth when apoptosis is impaired in fly *3°, We observed that some hemocytes are
recruited to Syx7 RNAi tumours, but only once they have become dysplastic. Importantly, we did not
observe hemocytes in pre-tumoral tissues or in hyperplastic tumours, indicating that their late
recruitment could not account for epithelial-to-mesenchymal induction in Syx7 RNAi tumours (Sup
Fig.6A, B). We next investigated whether cell death could promote tumour evolution by directly
modulating the tension of adherens junctions in Syx7 RNAi tumours, as previously described during
development 32. Of note, the level of contractility is unchanged by the inhibition of apoptosis, as shown
by the fact that apical myosin Il levels are similar in the presence or in the absence of apoptosis in pre-
tumour Syx7 RNAi discs (Sup Fig.6C-D’). Finally, we investigated whether cell death could directly
control the levels of key junctional components whose regulation is important for epithelial-to-
mesenchymal transition “° . We induced ectopic cell death in the Yorkie tumours that are normally
devoid of it and stained tumours with ECad and DIg to label both adherens and tight junctions. We did
not notice epithelial-to-mesenchymal transitions upon massive cell death induction, suggesting that
apoptosis per se may not be sufficient to induce a complete EMT in tumours. However, we observed
that ECad and Dlg junctional levels dropped in epithelial zones with high cell death, compared to
epithelial zones with low or no cell death (Fig.3F-F”’). Quantifications show that Dlg and ECad levels in
living cells are decreased by 33% or 45% respectively in presence of high apoptosis levels nearby, when
compared to epithelial zones with low or no cell death in close vicinity (Fig.3F-F”). This indicates that

apoptosis non-autonomously weakens cell-cell junctions in tumours. Altogether, this led us to propose
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that apoptosis acts downstream of increased contractility of tumour cells to facilitate EMT and

therefore tumour evolution, through the destabilization of both adherens and tight junctions.

Conclusion

So far, alterations of tumour mechanical properties, such as increased extracellular matrix rigidity,
increased pressure or compressive growth, have been essentially documented at late tumour stages,
or in cultured cells which are not in a physiological environment. Here our results show that early
during tumour development, high junction contractility induces the presence of massive apoptosis to
eventually favor the shift from hyperplastic to dysplastic tumour stages through the non-autonomous
weakening of adherens and tight junctions (Fig.4, top panel), while low-contractility tumours remain
hyperplastic (Fig.4, lower panel). Overall, our results identify the intrinsic mechanical properties of pre-

tumoral tissues as a trigger of tumour aggressiveness in an in vivo model system.

A key feature of tumour evolution is the activation of the EMT program. EMT is well known to be an
inducible change in cell behaviour, controlled by intercellular signalling pathways such as TGFbeta .
The tumour microenvironment, through signalling from cancer associated fibroblasts (CAFs) or tumour
associated macrophages (TAMs) or remodelling of the surrounding ECM is associated with tumoral
EMT regulation %1, Yet, our results point towards an unsuspected alternative pathway to trigger EMT,
which is autonomously controlled by tumour cell mechanics. Although adherens junctions are known
to be mechanosensitive in epithelial tissues, this work identifies them as key mechanosensitive
structures driving tumour evolution. During development, endocytosis can be enhanced at adherens
junctions under increased tension 2, and mechanosensitive endocytosis was shown to control E-Cad
and membrane removal to maintain junction homeostasis 3. Forces can also impact tight junctions
through ZO-1 regulation in cultured cells *. However, as we report for fly tissues, enhanced junctional
tension is not sufficient to trigger EMT during development, as it does in tumours. This suggests a shift
in the mechanosensitive properties of cells in pre-tumoral tissues, which will necessitate further

investigations in the future.

A striking result is that high adherens junction tension induces cell death which favours dysplasia
formation. This points towards a far more complex role of apoptosis than previously anticipated in
tumours biology. While increased resistance to apoptosis is long considered as a hallmark of cancer **,
more recent publications hinted at a paradoxical pro-tumoral role by promoting cell proliferation
353646 \while failed apoptosis would favour invasiveness %’. Our data further show that, by fragilizing
intercellular adhesions, cell death could also potentiate EMT. Given that mesenchymal tumour cells

are associated with increased resistance to treatments and acquisition of cancer stem cell (CSC) traits
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911 massive but incomplete cell death induction by radiotherapy or chemotherapy, depending on
specific tumour properties (such as the state of tumour cells mechanics) could favour the appearance

of pockets of more resistant cells and, on the long run, tumour repopulation.

Finally, the impact of mechanics on tumour biology takes place at very early stages of tumour
formation, when overgrowth has not yet taken place. With those results in mind, it would be
interesting to revisit tumour systems in other model organisms in which circulating EMT cells are
detected before tumours could be histologically identified, as is the case in the pancreas . In that
case, alterations in the junctional myosin Il pattern and associated tension could not only induce EMT

but also be an early biomarker of aggressiveness.
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Materials & Methods

Fly stocks

Knock-in and protein trap fluorescent proteins available from Bloomington Drosophila Stock Center
(BDSC) are: ECad-GFP (BDSC_60584); rhea[MI00296]-mCherry/TM6B (to reveal the Talin protein,
BDSC_39648), Baz[CC01941]-GFP (BDSC_51572) and dig1[MI06353-GFSTF.0] (BDSC_59417). The sgh-
eGFP[29] was used to reveal Myosin Il distribution and was described previously 2. Viking-TagRFPt is
a knock-in designed and generated by homologous recombination by InDroso functional genomics
(Rennes, France). The tag was inserted in N-terminal just before the ATG, and the resulting flies were
validated by sequencing.

Drivers used in this study available from Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC) are: rn::Gal4
(BDSC_7405); pdm2::Gal4[GMR11F02] (BDSC_49828) and Hml::QF2.Delta (BDSC_66468).

Responsive UAS or QUAS lines obtained from BDSC were: UAS::nls-GFP (BDSC_4776); UAS::RNAi-
flw[HMS04465] (BDSC_57022); UAS::Yorkie[35A] (BDSC_28817); UAS::Diapl-H (BDSC_6657) and
QUAS::6x-mCherry-HA (BDSC_52270). A UAS::lacZ[j] stock was generated in this study by backcrossing
the UAS::lacZ.Exel line (BDSC_8529) obtained from BDSC with w??*® flies. The UAS::Vhh4-alpha-cat-
TagRFPt stock (i.e. AJ-GFP trap) was described previously in % and the HS::Flp on the X chromosome
was reported in ¥,

The following stocks were gifts: UAS::alpha-cat-TagRFP stock was obtained from K. Sugimura (iCeMS,
Japan), UAS::miRHG from JH. Park (University of Tennessee, USA) and UAS::FRTstopFRTreaper[10.3]
from D. Fox (Duke University, USA). The Deficiency Df(3L)H99 (BDSC_1576) that removes the three
pro-apoptotic genes hid, reaper and grim was a gift from H. Steller (Rockefeller University, USA).

w; elav::Gal80; rn:Gald/TM6B and w; elav::Gal80; rn::Gal4, UAS::RNAi-Syx7[GD2767]/TM6B,
tub::Gal80 stocks were gifts from P. Léopold (Curie Institute, France). The UAS::RNAi-Syx7[GD2767]
original line was originally generated at Vienna Drosophila Resource Center (VDRC). The w; rn::Gal4,
UAS::Yorkie[3SA]/TM6B, tub::Gal80 stock was generated in this study. Maintenance of transgenes on
the second chromosome in these backgrounds was achieved by using a red fluorescently labelled CyO
balancer (BDSC_35523).

Experiments were performed at 25 degrees in both males and females indifferently, unless indicated
(see below). Loss of function experiments using Syx7 RNAi were carried out at 25 degrees or 30
degrees, depending respectively on the absence or the presence of an additional UAS transgene.
Experiments involving the AJ-GFP trap transgene, either during development or within Yorkie tumours,
were conducted in males only, at 21 degree, to avoid too high induction of cell death.

Immunostainings and image acquisition

Wing discs at the indicated stage (see below) were dissected in PBS 1x. Tissue were fixed by
paraformaldehyde 4% diluted in PBS 1x during 20 minutes. Then the samples were washed and
saturated in PBS 1x, 0.3% triton x-100 and BSA 1% (BBT). Next, the samples were incubated overnight
at 4°C with primary antibodies diluted in BBT. Samples were washed for 1h in BBT before a 2h
incubation at room temperature with secondary antibodies diluted in BBT. Finally, samples were
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washed with PBS 1x, 0.3% Triton x-100 for 1h and mounted in Vectashield containing DAPI or TRITC-
Phalloidin (Vector Laboratories). A 120-mm deep spacer (Secure-Seal™ from Sigma-Aldrich) was
placed in between the glass slide and the coverslip to preserve morphology of the tissues.

The actin cytoskeleton was labelled using the Rhodamine-Phalloidin probe from Fischer Scientific
(1/500, 2h incubation together with secondary antibodies). Alternatively, samples were mounted in
Vectashield hardset medium complemented with TRITC-Phalloidin (Vector Laboratories). Nuclei were
labelled with DAPI included in Vectashield mounting medium, when necessary.

Primary antibodies obtained from Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB) were: anti-DIg (4F3-
¢, mouse, 1/200); anti-ECad (DCAD2-c, rat, 1/100); anti-betaPS (CF.6G11, mouse, 1/50). Anti-cleaved
Dcpl (#9578, rabbit, 1/200) was purchased from Cell Signaling Technologies. Anti-Baz (guinea pig,
1/500) was a gift from J. Zallen (Sloan Kettering Institute, USA).

Secondary antibodies (Alexa-488, -555 and -647) were purchased from Interchim and diluted at 1:200,
except Alexa-647 at 1:100.

Fixed samples were imaged using inverted Zeiss laser scanning confocal microscopes, either LSM880
or LSM900, 25x/0.8 multi immersion, 40x/1.4 oil or 63x/1.4 oil objectives and equipped with a piezo
stage. Images were processed with the Fiji and Imaris softwares.

Kinetics of tumour development

To perform kinetics of tumour development, or compare tumours at a given timepoint, the following
strategy was used. Virgin females (ultimately 250-300 per cage) were collected in 3-5 days. Males were
crossed with females (about 10 males for 25-30 females) in tubes. Crosses were transferred into cages
to lay eggs on standard fly food medium. Egg-laying was performed for 3 hours at 25°C. Petri dishes
containing the fly food medium and the eggs was transferred either at 25°C (when UAS::Syx7 RNAi is
the sole UAS transgene) or at 29°C (when we used second UAS transgene in addition to the UAS::Syx7
RNAi). On the next day, the medium with eggs was transferred into standard plastic vials also
containing standard fly food, and replaced at 25°C or 29°C. Eggs were aged for the indicated time
before dissection, younger discs being obtained after 96h of incubation at 25°C (i.e. 96h after egg
laying, AEL) or 64h of incubation at 29°C. Timepoints analysed were separated by 12 or 24h, with a
temporal resolution of 3hours (corresponding to the length of the egg-laying). For each experiment,
control crosses were performed in parallel by replacing the UAS::miRHG, UAS::Diap1 or UAS::flapwing
RNAi by a neutral UAS::lacZ transgene or the UAS::Vhh4-alpha-cat-TagRFPt (AJ-GFP-Trap) by the
UAS::alpha-cat-TagRFP.

Note that control discs could not be analysed past 120h AEL. This is because control individuals enter
metamorphosis at this timepoint, and wing discs start to undergo morphogenesis, precluding further
comparison with tumoral discs. To determine their size, tumoral discs of 144h AEL and beyond were
therefore compared to 120h AEL control discs.

Classification of tumour phenotypes

In our experiments, wing discs were classified in 3 categories: normal, hyperplastic and dysplastic. This
subdivision takes 2 parameters into account, the overall size of the wing pouch and the epithelial vs
mesenchymal organization of the tissue within the pouch.
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For such an analysis, we systematically generated control (non-tumoral discs in which UAS::Syx7 RNAi
or UAS::Yorkie[3SA] were replaced by a neutral UAS::lacZ transgene) of the same age. This allowed to
determine whether the pouch was overgrown or not.

We also stained the discs with a combination of markers of epithelium organization: ECadherin or
alpha-Catenin to label adherens junctions, Disc Large (DIg) to label septate junctions, beta-Integrin or
Talin to label basal adhesions, or Bazooka/Par3 as a marker or apico-basal polarity. Both fluorescent
knock-in/protein trap lines and antibodies were used. A combination of DAPI/Phalloidin was also used,
alone or in combination with the above markers. Organization of the tissue in a monolayer structure,
with defined apical and basal poles, was classified as epithelial. In mesenchymal zones, the monolayer
structure is lost, producing mass-like structures in which apico-basal polarity is lost. This is reflected
for example by the proximity of apical and basal markers, the F-actin cytoskeleton that surrounds the
whole cell or the spacing between nuclei which increases in mesenchymal zones.

Experimental wing pouches which were of a similar size than control pouches at the same timepoint,
and in which the tissue is strictly epithelial were classified as “normal”. Experimental wing pouches
wider than the pouch of control discs, and in which the tissue is strictly epithelial were classified as
“hyperplastic”. Finally, experimental wing pouches wider than the pouch of control discs, and in which
at least one zone is organized in a mesenchymal-like fashion were classified as “dysplastic”. Data were
represented as 100% stacked histograms, with normal, hyperplastic and dysplastic discs coloured in
green, yellow and red respectively. Number of discs analysed in indicated in figure legends.

Apoptosis ectopic induction

Induction of apoptosis was performed by driving an inducible UAS::FRTstopFRT-reaper transgene
together with UAS::Yorkie[3SA] in the whole wing pouch. Crosses were performed and larvae initially
developed at 25°C, producing hyperplastic tumours. A heat shock was performed at 37°C for 20
minutes, and larvae were grown for 16 additional hours at 25°C before dissection.

Laser dissection

Tissue culture was performed as follow: wing discs were dissected in Schneider’s insect medium
(Sigma-Aldrich) supplemented with 15% fetal calf serum and 0.5% penicillin-streptomycin. Wing discs
were transferred on a glass slide in 13.5 ul of this medium confined in a 120 mm-deep double-sided
adhesive spacer (Secure-Seal™ from Sigma-Aldrich). A high precision glass coverslip (n°1.5H,
Marienfeld) was then placed on top of the spacer. Dissection tools are cleaned with ethanol before
dissection.

Laser dissection experiments were performed on a Zeiss LSM880 laser scanning microscope fitted with
a pulsed DPSS laser (532 nm, pulse length 1.5 ns, repetition rate up to 1 kHz, 3.5 pJ/pulse) steered by
a galvanometer-based laser scanning device (DPSS-532 and UGA-42, from Rapp OptoElectronic,
Hamburg, Germany). The laser beam was focused through a water-immersion lens of high numerical
aperture (Plan-Apochromat 63x from Zeiss). Experiments were performed using a numerical 2x zoom.
Photo-disruption at adherens junctions was produced in the focal plane by illuminating at 80 % laser
power a 20 pixel line (3 runs). Images of ECadherin-GFP were acquired every 500 ms using a 488 nm
Argon laser and a GaAsP photomultiplier.

Statistical analysis
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Statistics were performed in Prism. N and p values are indicated in figure legends. Box plot were
generated in Prism and represent the median, 10 and 90 percentiles.

The normality of data sets was determined using Prism 8 (GraphPad). For data sets that follow a normal
law, a two-tailed unpaired Student's t-test was used to assess the significance. Otherwise, a Mann
Whitney test was performed.

Significance is denoted as follows according to the p value: ****p<0.0001; ***p<0.001; **p<0.01;
*p<0.05; NS p>=0.05 (not significant). Box plot were generated with Prism.

Quantifications
- Acto-myosin and Collagen IV intensity

To quantify acto-myosin, confocal Z-stacks were acquired, with a 25x multi immersion objective, and
aresolution of 1.11um in x/y and 1um in z respectively. We systematically imaged the whole disc, both
in x-y and in depth. Z-stacks were analyzed by generating sagittal sections with the Fiji software. For
each sagittal section, two segmented lines (with a thickness of 5) were drawn on the apical surface of
the epithelium: one in the notum/hinge region (internal control) and one in the pouch region
(experimental zone). The mean fluorescence intensity for each marker of interest was measured and
the value in the pouch was divided by the value in the unmanipulated notum/hinge region to obtain a
normalized value. 3 sagittal sections were analyzed with this strategy per disc, and the averaged value
was calculated. Analysis was conducted on tissues stained with Phalloidin to reveal the F-actin
cytoskeleton, and on the sqh-eGFP knock-in line to visualize myosin II.

For quantifications on the basal side, a similar strategy was performed, except segmented lines with a
thickness of 3 were used. Quantifications of Collagen IV were performed on the Viking-TagRFPt knock-
in line, with the segmented lines drawn on the basal side of the epithelium by following Viking-TagRFPt
staining. For quantification of basal stainings, the control region analyzed was the hinge region, in with
there is only a monolayer epithelium, as in the pouch. The notum region was avoided, since a layer of
mesenchymal-like adepithelial cells lies underneath the disc epithelium, which could complicate
Collagen IV measurements.

- ECadherin and Disc Large intensity after cell death induction

Quantifications of E-cadherin and Disc large after cell death induction were performed on tissues
obtained as indicated in the “Apoptosis ectopic induction” section. Single plane confocal images were
acquired with 40x/1.4 oil objective, with a x/y resolution of 0.078 um and an image size of 2048*2048
pixels. Images were taken in region in which a zone with massive apoptosis was in close vicinity to a
zone with low/no apoptosis. Segmented lines were drawn at the level of adherens junctions (ECad
staining, line thickness of 15) or at the level of septate junctions (DIg staining, line thickness of 25). 2
to 3 measures were made in both the apoptotic and the non-apoptotic zones, which were recognized
based on nuclei integrity.

- apoptosis volume

To quantify apoptosis levels, discs were stained with the anti-cleaved Dcp1 antibody, which labels the
activated form of the executioner Caspase Dcpl. Discs were counterstained with DAPI to visualize the
whole disc morphology. Confocal Z-stacks were acquired, with a 25x multi immersion objective. We
systematically imaged the whole disc, both in x-y and in depth. 3D image stacks were reconstructed
using Imaris software (Bitplane). The channel corresponding to the apoptotic staining was segmented
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in Imaris and the total volume was calculated by summing up the volume of each apoptotic cell or
fragment.

- macrophages number

A similar strategy than the one used to quantify apoptosis volume was used, except that the Spot
detection function was used in Imaris. A threshold of 7um was set up to detect the spot, based on the
average size of microphages initially determined. Macrophages were labelled using expression of a
QUAS::mCherry fluorescent protein driven by the Hml::QF2 driver.
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Figure 1. Increased adherens junction contractility constitutes an early marker of

tumorigenesis.

(A, B) E-Cad staining of control (A) and Syx7 RNAI (B) wing discs (projections), showing overall
tissue morphology. The region of Syx7 RNAIi expression, the wing pouch, is delineated by a
dotted yellow line. In (B), discs shown from left to right were collected at 96h, 108h, 120h and
144h after egg laying (AEL). Note the progressive increase in size of the pouch domain in Syx7
RNAi discs from 108h onwards. The control disc shown in (A) was collected at 96h AEL. (A’,
B’) Single plane close up showing organisation of wing pouch tissues at the 96h AEL from
control (A’) and Syx7 RNAI disc (B, left), and at 120h after tumour formation (B’, right). Note
that cells were epithelial at 96h, but have become mesenchymal at 120h AEL in Syx7 RNAi
tumours, with apical (ECad and Dlg, magenta and cyan) and basal (Talin, yellow) structures in
close vicinity (see inset taken at the level of the arrowhead), and cells becoming round. (A”,
B”) Schemes summarizing global tissue size and tissue organization (epithelial vs
mesenchymal) as illustrated in (A-B’). Stages (normal, hyperplasia, dysplasia) are therefore
determined based on the size of the wing pouch and the cellular organisation. (C) Histogram
showing the repartition of wing disc phenotypes at the indicated time points (+/- 1.5h), in Syx7
RNAI tumours according to the legend in (B”). Number of discs analysed at 96, 108, 120h and
144h AEL are respectively 46, 15, 26, 31. (D) Analysis of extracellular matrix intensity in control
(grey, n=15) and Syx7 RNAI (blue, n=12) at the pre-tumour stage (96h AEL). The intensity of
Collagen IV was quantified on sagittal sections (as shown in Sup Fig.1D). On the graph, each
dot corresponds to the level of Collagen IV expression in one individual disc. (E) Wing discs
expressing endogenous myosin [I-GFP (green) at the pre-tumour stage (96h AEL), showing
myosin Il accumulation in the pouch (white dashed line) following Syx7 RNAi knockdown
(bottom) compared to the control (top). (F) Close up views showing F-actin (red), myosin Il
(green) and E-cadherin (magenta) in control (top) and Syx7 RNAI (bottom) epithelial tissues at
the pre-tumour stage (96h AEL). Note the accumulation of F-actin and myosin |l at adherens
junctions before any sign of tumour in Syx7 RNAI. (G, H) Box plots showing F-actin (G) and
myosin Il (H) fluorescence levels at adherens junctions (apical) and basal junctions (basal) in
the wing pouch of control (grey) and Syx7 RNAI (blue) discs at the pre-tumour stage (96h AEL).
Pouch levels are normalized with levels in the unmanipulated hinge/notum region for each
disc. Numbers of discs analysed in control and Syx7 RNAI discs are respectively 31 and 25 in
apical and 16 and 25 in basal for (G) and 40 and 32 in apical and 25 and 32 in basal for (H).
(I-K) Analysis of adherens junction tension by laser ablation in control and Syx7 RNAI discs
expressing E-Cadherin-GFP at the pre-tumour stage (96h AEL). (1) Example of single plane
images before and after laser ablation. (J) Box plots showing quantification of the initial recoil
of junctions from control (grey, n=33) and Syx7 RNAI (blue, n=23). (K) Curves of normalized
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vertex displacement following laser ablation in the same genetic backgrounds. Number of
junctions analysed: 33 and 29 in control and Syx7 RNAI respectively.

In all panels, transgenes are driven in the wing pouch using the rotund.:Gal4 driver at 25°C.
Scale bars: 10um, except 50um for panels A, B, E and 2um for panel |. Apical-basal (A-B) is
indicated for each close up showing a polarized epithelial tissue. In box plots, the black bar
indicates the median, the whiskers indicate the maximal range, and each value is indicated by
a dot. Statistical tests: T-test for (G, J, K) and Mann-Whitney for (D, H). p-value: **, <0.01; ****,
<0.0001, ns, non-significant.
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Figure 2. High tumour cell contractility triggers dysplasia.

(A) Wing discs expressing endogenous myosin II-GFP (green) at 96h AEL, in control (top) and
Yorkie overexpression (bottom). Myosin Il does not accumulate in the pouch (white dashed
line) following Yorkie overexpression. (B) Close up views showing myosin Il (green) and E-
cadherin (magenta) in control (top) and Yorkie overexpression (bottom) contexts (96h AEL).
Note epithelial convolutions associated with tissue hyperplasia in Yorkie tumours. (C)
Histogram showing the repartition of wing disc stages at the indicated time points (+/- 1.5h) in
Yorkie tumours. Number of discs analysed at 96h, 120h, 144h, 168h AEL are respectively 47,
43, 18, 12. (D) Box plots showing myosin Il fluorescence levels at adherens junctions in the
wing pouch of control (grey, n=24) and Yorkie overexpression (orange, n=14) contexts at 96h
AEL. (E) Analysis of adherens junction tension by laser ablation in control (grey) and Yorkie
overexpression (orange) contexts expressing E-Cadherin-GFP at 96h AEL. Box plots shows
quantification of the initial recoil of junctions (n=33 in control and 12 in Yorkie). (F) Principle of
AJ-GFP-trap function to target myosin II-GFP accumulation specifically at adherens junctions.
Cytoplasmic and adherens junctions’ pools of myosin Il are respectively shown in light and
dark green. (G-l) Analysis of wing discs mechanics in late third instar larvae. (G) Close up
views of the epithelial tissue showing myosin Il (green) and adherens junctions (red). Note the
strong enrichment of myosin Il at adherens junctions caused by the presence of the AJ-GFP
trap (bottom), compared to the control (top). DIg (cyan) localisation is still localised apically
following enrichment of myosin Il caused by the trap (bottom). (H) Quantification of myosin Il-
GFP levels at adherens junctions of the wing pouch in control discs (expressing alpha-catenin-
RFP, n=9), or following expression of the AJ-GFP trap fused to alpha-catenin-RFP (n=15). (1)
Analysis of adherens junction tension by laser ablation in control (expressing lacZ, grey) and
flapwing RNAI discs (magenta) co-expressing E-Cadherin-GFP. Box plots show quantification
of the initial recoil of junctions following laser ablation. Number of junctions analysed: 14 and
16 in control and flapwing RNAI respectively. (J) Close up views of the organisation of Yorkie
tumours without (control, left, n=27) or with myosin Il increase at adherens junction due to
flapwing RNAi knockdown (right, n=4). Cell rounding and loss of epithelial organisation is
associated with loss of segregation of apico-basal polarity makers, as shown by E-
Cadherin/DIg/Talin proximity in the inset taken at the level of the arrowhead. (K) Close up views
of the organisation of Yorkie tumours without (alpha-Catenin-RFP expression, left, n=30) or
with myosin Il increase at adherens junction due to expression of the AJ-GFP trap (right, n=17).
(L) Histogram showing the repartition of Yorkie tumours co-expressing the indicated
transgenes. Numbers of discs analysed: alpha-cat-RFP (control), 30; AJ-GFP-Trap, 17; lacZ
(control), 14; flapwing RNAI, 16.
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The same controls are shown in (E) and in figure 1J (same set of experiments). Transgenes
are driven in the wing pouch using the rotund::Gal4 driver at 25°C, apart from panels (I) where
pdm2::Gal4 was used, and experiments with the AJ-GFP trap which were conducted at 22°C.
Scale bars: 10um, except 50um for panels A. Apical-basal (A-B) is indicated for each close up
illustrating an epithelial tissue. In box plots, the black bar indicates the median, the whiskers
indicate the maximal range, and each value is indicated by a dot. Statistical tests: T-test in D
and | or Mann-Whitney in E, H. p-value: *, <0.05; **, <0.01; ***, <0.001; ns, non-significant).
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Figure 3. Apoptosis is triggered by high adherens junction tension and facilitates

tumour evolution

(A) Global views (projections) of pre-tumour stage (96h AEL) wing discs, either control (left) or
expressing Syx7 RNAI (right). Note that apoptosis (Dcp-1 staining, red) spatially coincides with
the region of myosin Il enrichment (green). (A’) Quantification of apoptosis in control discs
(n=26) and Syx7 RNAI tumours (n=26) at 96h AEL. (B) Global views (projections) of Yorkie
tumours (discs overexpressing Yorkie) co-expressing lacZ (used as a control, left), flapwing
RNAi (middle) or the AJ-GFP trap (GFP trap fused to alpha-Catenin-RFP, right). Note that here
again, apoptosis (Dcp-1 staining, red) spatially coincides with regions of myosin Il enrichment
(green). (B’) Quantification of apoptosis in Yorkie tumours concomitantly expressing lacZ
(n=14) or flapwing RNAI (n=16) to increase myosin Il levels. (B”) Quantification of apoptosis in
Yorkie tumours concomitantly expressing alpha-Catenin-RFP (control, n=18) or the AJ-GFP
trap (n=14) to increase myosin II-GFP levels at adherens junctions. (C) Global views
(projections) of Syx7 RNAIi wing discs of the same age (96h AEL at 30°C, which corresponds
to early tumour stage in the control), either co-expressing lacZ (control, top) or miRHG in a
Deficiency H99 / + background to inhibit apoptosis (bottom). Note that overall size and shape
of Syx7 RNAIi tumours with or without apoptosis is similar. (D, E) Histograms of phenotype
repartition in Syx7 RNAI discs of the same age with (lacZ) or without (miRHG H99) apoptosis.
Control discs are at early tumour stage in (D) (96h at 30°C) and at the late tumour stage in (E)
(128h AEL at 30°C). Number of discs analysed: 32 and 19 in lacZ in (D) and (E) respectively,
21 and 22in miRHG H99in (D) and (E) respectively. (E’) Close up views of Syx7 RNAi tumours
of equivalent age with (lacZ) or without (miRHG DefH99) apoptosis, corresponding to tumours
analysed in (E). (F) Single plane image showing the state of adherens junctions and septate
junctions, respectively labelled with E-Cad (magenta) and DIg (cyan), in a Yorkie tumour in
which apoptosis was induced through controlled reaper expression. Apoptosis was massively
induced on the right side, but not on the left side of the image. DAPI staining (yellow) labelling
nuclei shows the zone of apoptosis induction, with condensed DNA and numerous fragments
accumulated. (F’, F”) Quantification of ECad (F’) and DIg (F”) expression levels in apoptotic
versus non-apoptotic zones of Yorkie tumours, as shown in (F). Number of discs analysed: 20.

Transgenes are driven in the wing pouch using the rotund::Gal4 driver at 25°C, apart from
panels (C-E’) at 30°C, and experiments with the AJ-GFP trap at 22°C. Scale bars: 10um for
panels E’ and F; 50um for A, B, D. Apical-basal (A-B) is indicated for each close up illustrating
an epithelial tissue. In box plots, the black bar indicates the median, the whiskers indicate the
maximal range, and each value is indicated by a dot. Statistical tests: T-test in B” or Mann-
Whitney in A’, B’. p-value, Wilcoxon in F’ and paired T-testin F”: ****, <0.0001.
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Supplementary Figure 1. Additional characterization of Syx7 RNAi tumour organisation

(A) General views (projections) of Drosophila wing discs stained for F-actin (red) to reveal
overall tissue morphology in the control (top) or Syx7 RNAI disc at the late tumour stage
(bottom). A nuclear GFP (green) is expressed in the wing pouch to highlight the domain of
interest in this study (surrounded by a dashed line). Note that the green staining indicated by
the asterisk in the control correspond to a haltere disc, which is not analysed in this study. (B,
C) Close up views showing tissue organisation in control discs (approximately 120h AEL, top
row) and late tumour stage Syx7 RNAI discs (approximately 144h AEL, bottom row). In (B),
discs were stained with phalloidin to reveal F-actin and beta-PS antibody to reveal Integrin
receptors. Note tissue disorganisation associated with epithelial-to-mesenchymal transition in
Syx7 RNAI tumours, with rounder cells instead of a columnar organisation, F-actin
redistributing al around the cell cortex instead of accumulating essentially at apical and basal
poles, and mislocalised dots of Integrins. In (C), discs were labelled using endogenous E-
Cadherin fused to GFP (ECad, magenta), endogenous Talin fused to mCherry to label Integrin
associated basal adhesions (red), and an antibody against the junctional component
Par3/Bazooka (Baz, green) which is a key component of epithelial apico-basal cell polarity.
Like in (B), note the disorganisation of the tissue following Syx7 knockdown, with mislocalised
dots for each marker. Dots for apical (ECad, Baz) and basal (Talin) markers can be observed
in close vicinity, indicating the loss of polarity. Note also that while Ecad and Baz colocalize in
control epithelium, they do not systematically colocalize in Syx7 RNAi tumours (see inset taken
at the level of the arrowhead). Number of discs analysed are respectively 6 and 2 in control
and Syx7 RNAi in (B) and 11 and 9in control and Syx7 RNAi in (C). (D) Analysis of extracellular
matrix distribution in control (left, n=15) and Syx7 RNAI (right, n=12) at the pre-tumour stage
(96h AEL) in the wing pouch (underlined by dashed lines). Representative sagittal sections are
shown, with high ECM staining on the basal side (arrowhead), as revealed by Collagen V-
TagRFPt staining (red). The epithelium, and especially its apical side, is revealed by ECad
staining (green). At that stage, Collagen IV is normally distributed in the wing pouch of Syx7
RNAI tumours. (E) General views (projections) of Drosophila wing discs stained for F-actin
(red) to reveal overall tissue morphology in the control (left) or Syx7 RNAI disc at the early
tumour stage (right). The wing pouch is indicated by a white dashed line. Scale bars: 50pum in
Aand E, 10um in B and C. A-B indicate apical-basal polarity in the control and Syx7 RNAI pre-
tumoral epithelium.
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Supplementary Figure 2. Additional characterization of Yorkie tumours

(A) General views (projections) of Drosophila wing discs stained for F-actin (red), to reveal
overall disc morphology, and expressing a nuclear GFP in the wing pouch to reveal its size in
control (top) and following Yorkie overexpression (bottom). (B) General views (projections) of
Drosophila wing discs stained for E-Cadherin (white) to reveal overall tissue morphology at the
indicated timepoints (+/- 1.5 hour) for control (top row) or Yorkie overexpression (bottom row)
conditions. The wing pouch is delineated by the yellow dashed line. Note the strong increase
in pouch size in discs overexpressing Yorkie compared to the control at any timepoint as well
as at successive timepoints. Control animals enter pupariation just after 120h AEL, preventing
further analysis of larval tissues in this condition. On the contrary, Yorkie tumours lead to an
extension of larval life, and further analysis of larval tissues is possible at timepoints such as
144h AEL and beyond. Number of discs analysed are indicated in legend of Figure.2C. (C, D)
Close up views showing tissue organisation in control discs (approximately 120h AEL, top row)
and late Yorkie tumours (approximately 144h AEL, bottom row). DAPI was used to reveal
nuclei (blue). A-B indicate apical-basal polarity. In (C), discs were stained with phalloidin to
reveal F-actin, and beta-PS antibody to reveal Integrin receptors. Note that despite multiple
convolutions, the tissue keeps an epithelial organisation in Yorkie tumours, with a columnar
organisation, F-actin still accumulated essentially at apical and basal poles, and strictly basal
dots of Integrins are observed. In (D), discs were labelled using endogenous E-Cadherin
(ECad) fused to GFP (magenta), endogenous Talin fused to mCherry to label Integrin
associated basal adhesions (red), and an antibody against the junctional component
Par3/Bazooka (Baz, green) which is a key component of epithelial apico-basal cell polarity.
Like in (C), note the polarized organisation of the tissue following Yorkie overexpression, and
the colocalization of ECad and Baz, as expected for epithelial cells. Apical (ECad, Baz) and
basal (Talin) markers are observed at opposite cell poles, indicating the maintenance of
epithelial polarity. Number of discs analysed are respectively 6 and 8 in control and Yorkie
overexpression conditions in (C) and 11 and 14 in control and Yorkie overexpression
conditions in (D). (E) Analysis of adherens junction tension by laser ablation in control (grey)
and Yorkie (orange) discs expressing E-Cadherin-GFP at 96h AEL. Curves of vertex
displacement following laser ablation are shown. The number of junctions analysed in control
and Yorkie overexpression conditions are respectively of 33 and 12. Related to Fig.2E. Scale
bars: 50um. in A, B and 10um in C, D. Statistical test: T-test in E. p-value: ns, non-significant.

187



188



812
813

814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835

836
837
838
839
840
841

842

Supplementary Figure 3. Increase in myosin Il levels at adherens junctions caused by

flapwing inhibition or AJ-GFP-trap expression

(A, B) General views (projections) and close up views (single plane, B) of wing discs in which
either alpha-catenin-TagRFP (control, top) or the AJ-GFP-trap (bottom) are expressed
specifically in the pouch (indicated by the dashed line). The AJ-GFP-trap is constituted by a
fusion between a nanobody that recognizes GFP, the adherens junction constituent alpha-
Catenin and the TagRFP fluorescent molecule to follow its subcellular localisation. The
regulatory subunit of myosin Il, Sgh, is endogenously tagged with eGFP. (B) The close-up
views illustrate that myosin Il (green) levels are increased at the level of adherens junctions in
presence of the AJ-GFP-trap (colocalization with the TagRFP, red). Note that myosin Il alone
and Dlg staining from the same images are shown in Fig.2G. (C) Scheme of myosin Il
regulation by a balance of phosphorylation/dephosphorylation. (D, E) General views
(projections, D) and close up views (single plane, E) of wing discs either control (expressing
lacZ, top) or in which the myosin Il phosphatase activity is reduced due to flapwing RNAI
expression (bottom). The wing pouch is indicated by a dashed line. Note the increase in myosin
Il levels caused by flapwing inactivation. (E) The close-up views illustrate that the apico-basal
polarity is maintained, with Dlg (red) still localized at apical tight (septate) junctions. Number
of discs analysed: 5 and 7 in control and flapwing RNAI respectively. (F) Quantification of
myosin [I-GFP levels at adherens junctions (apical) or basal junctions (basal) in control
(expressing lacZ, n=10) and flapwing RNAi wing discs (n=9). (G) Analysis of adherens junction
tension by laser ablation in control (expressing lacZ, grey) and flapwing RNAI discs (magenta)
co-expressing E-Cadherin-GFP. Curves of vertex displacement following laser ablation.
Number of junctions analysed: 14 and 16 in control and flapwing RNAI respectively. Related
to Fig.2E.

Transgenes are driven in the wing pouch using the rotund::Gal4 driver at 25°C, apart from
experiments with the AJ-GFP trap which were conducted at 22°C. Scale bars: 10um, except
50um for panels A, D. Apical-basal (A-B) is indicated for each close up illustrating an epithelial
tissue. In box plots, the black bar indicates the median, the whiskers indicate the maximal
range, and each value is indicated by a dot. Statistical tests: T-test in F, G. p-value: *, <0.05;
** <0.01; ns, non-significant).
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Supplementary Figure 4. Hyperplasia-to-dysplasia transition caused by increased

adherens junction tension in Yorkie tumours

(A) Close up views of the organisation of Yorkie tumours either control (lacZ, top) or in which
myosin Il levels were increased due to flapwing RNAi expression (bottom). Myosin Il (green)
levels are increased in mesenchymal cells (bottom), compared to control epithelial cells (top),
and reorganize discontinuously around the cell cortex. Nuclei are labelled in blue (DAPI
staining), F-actin in red and tight junctions in cyan (DIg). Number of discs analysed: lacZ, 3;
flapwing RNAI, 6. (B) Close up views of the organisation of Yorkie tumours without (alpha-
Catenin-RFP expression, top) or with myosin |l increase at adherens junction due to the
expression of the AJ-GFP trap (bottom). Nuclei are labelled in blue (DAPI staining), adherens
junctions in red (alpha-Catenin-RFP), tight junctions in cyan (DIg) and endogenous myosin II-
GFP in green. Number of discs analysed: alpha-CatRFP, 30; AJ-GFP-Trap, 17.

Transgenes are driven in the wing pouch using the rotund::Gal4 driver at 25°C for flapwing
RNAi (B) or 22°C for AJ-GFP trap experiments. Scale bars: 10um. Apical-basal (A-B) is
indicated for each close up illustrating an epithelial tissue.
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Supplementary Figure 5. Characterisation and manipulation of apoptosis in fly tumours

(A) Quantification of apoptosis in wing discs in control (grey), Syx7 RNAi (blue) and Yorkie
overexpression (orange) conditions at the indicated timepoints (+/- 1.5h AEL). Number of discs
analysed: 26 and 38 in control discs at 96h and 120h AEL respectively; 26, 39, 29 and 30 at
96h, 120h, 144h and 168h AEL respectively in Syx7 RNAI, and 11, 18, 10 and 12 at 96h, 120h,
144h and 168h AEL respectively in Yorkie tumours. Experiments were conducted at 25°C. (B)
Close up views showing myosin |l (green), DIg (cyan) and active caspase DCP-1 (red) in Yorkie
tumours either expressing lacZ (control, left, n=14) or flapwing RNAI to increase myosin ||
levels (right, n=16). Note that mesenchymal cells were in close vicinity of apoptotic domain
following myosin Il increase. (C) General views (projections) of Syx7 RNAi tumours
coexpressing lacZ (control, n=20), Diap1 (n=20), miRHG alone (n=20) or miRHG in a
heterozygous background for the H99 deficiency (miRHG Def H99, n=20) at the late stage
(112h AEL at 30°C). Tumour shape is visualized using DlIg (cyan), while apoptosis is revealed
using anti-active Dcp-1 caspase staining (red). Syx7 RNAi tumours have a similar size and
shape, irrespective of apoptosis inhibition efficiency. The pouch domain is indicated by a
dashed line. Scale bar: 50um. (D) Quantification of apoptosis at the late tumour stage (112h
AEL at 30°C) for the indicated genotypes. Apoptosis is not affected by Diap1 overexpression,
reduced but not abolished by miRHG expression, and very low in miRHG Def H99. (E)
Quantification of apoptosis in Syx7 RNAIi tumours with (lacZ, in grey) or without apoptosis
(miRHG Def H99, black) at the indicated timepoints at 30°C. Note that apoptosis is always
efficiently abolished in Syx7 RNAi miRHG Def H99 tumours, irrespective of the timepoint
analysed. Number of discs analysed are respectively 20, 20, 20 and 19 at 80h, 96h, 112h and
128h AEL in controls and 14, 20, 20 and 22 in miRHG Def H99.

In box plots, the black bar indicates the median, the whiskers indicate the maximal range, and
each value is indicated by a dot. Statistical tests: Mann-Whitney in A, D, E. p-value: *, <0.05;
** <0.01; ***, <0.001; ****, <0.0001; ns, non-significant). All statistical tests were performed by
comparison with the control at 120h AEL in (A), and between the control and miRHG Def H99
at each indicated timepoint in (E).
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Supplementary Figure 6. Apoptosis does not promote dysplasia formation through

macrophage recruitment or increase in tissue tension

(A, B) Analysis of macrophages (hemocytes) recruitment in Syx7 RNAIi tumours. In (A), top
and bottom rows show projection views of control and Syx7 RNAI discs respectively. Syx7
RNAI discs are at the pre-tumour stage (96h AEL, left) or late tumour stage (120h AEL, right).
ECad (green) labels the discs. Macrophages, labelled with Hml::QF2, QUAS:mCherry
transgenes, are shown in magenta. (B) Quantifications of the number of macrophages in the
contexts shown in (A). Each dot represents the number of macrophages in one individual disc,
and is colour-coded depending on the stage of the disc determined based on ECad staining
(size of the wing pouch and epithelial vs mesenchymal state of the cells). Note that
macrophages are recruited once tumours have turned dysplastic (red dots at 108 and 120h),
but not before the hyperplastic-to-dysplastic switch (green and yellow dots at 96 and 108h).
Number of discs analysed in control and Syx7 RNAI discs respectively: 20 and 11 at 96h, 19
and 23 at 108h and 18 and 16 at 120h. (C, D) General views (projections, C) and close up
views (single plane, D) of Syx7 RNAI tumours with (lacZ, left) or without apoptosis (miRHG Def
H99, right) at a similar age which corresponds to the pre-tumour stage in controls (80h AEL at
30°C). Myosin Il (green) accumulates similarly in presence or absence of apoptosis (red) in
early Syx7 RNAI discs, apart from apoptotic fragments (bright dots in D). (D’) Quantification of
myosin |l levels at adherens junctions in Syx7 RNAi tumours with (lacZ, grey, n=15) or without
(miRHG H99, black, n=13) apoptosis.

Transgenes are driven in the wing pouch using the rotund::Gal4 driver at °C in (A, B), or at
30°C in (C-D’).The pouch is indicated by a dashed line in C. Apical-basal (A-B) is indicated for
each close up illustrating an epithelial tissue. Scale bars: 10um in D and 50um in A and C. In
box plots, the black bar indicates the median, the whiskers indicate the maximal range, and
each value is indicated by a dot. Statistical tests: Mann-Whitney in D’. ns, non-significant.
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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, | 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.

| 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
(Syx7RNA) and the expression of the proto-oncogene Yorkie (YkiS®®). Thus, | observed that
Syx7RNA tumors begin by being hyperplastic and then evolve in dysplastic tumors whereas the
YkiS®3 tumors strictly stay hyperplastic over time.

| observed that a modification of mechanical properties, especially an increase in the tension
at the level of the adherens junctions, precedes the Syx7”NA 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, | tested the role of this increased junctional tension on the tumoral progression. By using
two different strategies, | 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, | 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 Syx7"NA induces a strong delay of the hyperplasia-dysplasia transition
whereas apoptosis induction in the YkiS®3 tumors weakens the adherens and tight junctions,
most probably the first step of the transition. | 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. | 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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Contréle de I’évolution des tumeurs épithéliales par les
propriétés mécaniques et la mort cellulaire

Le cancer est une pathologie complexe caractérisée la plupart du temps par I'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. lls se développent au travers de trois
étapes de plus en plus agressives, chacune ayant des propriétés particuliéres : (1) la formation
d’'une tumeur hyperplasique qui correspond a une surprolifération des cellules sans
modifications des propriétés épithéliales, (2) I'évolution en tumeur dysplasique ou les cellules
deviennent mésenchymateuses, et (3) la formation de métastases ou les cellules quittent la
tumeur primaire, migrent et envahissent d’autres tissus et forment des tumeurs secondaires.

Au cours de ma thése, je me suis focalisée sur une étape particuliere de la progression
tumorale : la transition hyperplasie-dysplasie. Les tumeurs dysplasiques sont connues pour
étre plus résistantes aux ftraitements thérapeutiques et a lorigine 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 thése a été d’identifier des facteurs responsables de la transition
hyperplasie-dysplasie en utilisant le modéle de la drosophile.

J’ai commencé par caractériser de fagon détaillée au niveau cellulaire, I'évolution toutes les
12 heures de deux contextes génétiques : linhibition du géne suppresseur de tumeur
Syntaxine 7 (Syx7”NA) et I'expression du proto-oncogéne Yorkie (YkiS»®). J'ai ainsi observé
que les tumeurs Syx7"NA forment d’abord des tumeurs hyperplasiques puis évoluent en
tumeurs dysplasiques tandis que les tumeurs YkiS*< restent strictement hyperplasiques au
cours du temps.

J'ai observé qu'une modification des propriétés mécaniques, particulierement une
augmentation de tension au niveau des jonctions adhérentes, précédait le développement des
tumeurs Syx7fNA| Ainsi la modification des propriétés mécaniques de I'épithélium constitue un
marqueur précoce de ces tumeurs agressives et pourrait jouer un réle dans l'agressivité
tumorale.

Par la suite, j’ai testé le réle 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 a identifier le mécanisme par lequel 'augmentation de tension jonctionnelle
induit la transition hyperplasie-dysplasie, jai constaté que (1) 'augmentation de tension
jonctionnelle induit de I'apoptose a proximité des zones dysplasiques et (2) 'apoptose est
présente spécifiquement dans les tumeurs qui évoluent en tumeurs dysplasiques et ce, avant
la transition hyperplasie-dysplasie. De plus, I'inhibition d’apoptose dans les tumeurs Syx7RNA
conduit a un important retard de la transition hyperplasie-dysplasie tandis que I'induction
d’apoptose dans les tumeurs YkiS** conduit a une fragilisation des jonctions adhérentes et
serrées, probablement la premiére étape de la transition hyperplasie-dysplasie. J'ai également
pu montrer que, bien qu’ayant un rdle accélérateur, I'apoptose n’est pas strictement
nécessaire pour la transition hyperplasie-dysplasie puisque l'augmentation de tension
jonctionnelle seule permet d’induire I'évolution de la tumeur.

Ainsi, 'ensemble de mes travaux a permis de montrer que chez la drosophile, les propriétés
mécaniques des jonctions adhérentes des tissus pré-tumoraux ont un roéle majeur dans la
progression tumorale ultérieure en favorisant la transition hyperplasie-dysplasie. J’ai montré
que cela pouvait se faire directement ou indirectement via I'induction d’apoptose.

A terme, ces travaux aideront a avoir une meilleure compréhension des facteurs responsables
de la progression tumorale et permettront peut-étre d’adapter de nouvelles thérapies.
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