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La mécanique de I’adhésion
cellulaire dans la gastrulation
du poisson zebre
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> Au cours du développement embryon-
naire, la formation des différents tissus
repose sur la capacité des cellules dif-
férenciées a s’organiser en couches dis-
tinctes [1]. Deux propriétés mécaniques
des cellules, I"adhésion et la contrac-
tilité cellulaires, sont essentielles a la
formation des tissus [2]. Elles contri-
buent au contrdle de la formation et de
la stabilité des contacts entre cellules
(Figure 1A,B), et des différences dans
leur capacité a former ces contacts
peuvent induire la ségrégation des cel-
lules en couches distinctes [3-5]. Par
conséquent, comprendre les réles res-
pectifs de ’adhésion et de la contrac-
tilité cellulaires dans la formation des
contacts intercellulaires est essentiel
a notre compréhension de la formation
des tissus.

Uadhésion entre les cellules repose sur
la formation de liaisons entre des pro-
téines transmembranaires de la famille
des cadhérines, qui favorise la crois-
sance du contact entre deux cellules. Au
contraire, la contractilité des cellules,
sous I’action du cortex d’actomyosine,
s’oppose a la déformation du contact
entre deux cellules, et tend donc a en
réduire la taille. Toutefois, les méca-
nismes cellulaires gouvernant la forma-
tion de ces contacts et coordonnant les
propriétés adhésives et contractiles ne
sont pas compris.

Nous avons étudié les rdles respectifs
de I"adhésion et de la contractilité cel-
lulaires dans la formation des contacts,
et ce dans le modele de la gastrulation
du poisson zebre. La gastrulation est
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une phase précoce du développement
embryonnaire durant laquelle les cel-
lules se différencient en trois feuillets
germinaux : 'ectoderme, le mésoderme
et "’endoderme, a partir d’une popu-
lation homogene de cellules. Chez le
poisson zebre, la seule régulation par les
cadhérines est insuffisante pour expli-
quer la formation des feuillets ger-
minaux [2]. Un des avantages de cet
organisme modele est la facilité d’ob-
tention et de manipulation des cellules
pour reproduire ex vivo certains proces-
sus cellulaires et développementaux.
Nous avons tiré parti de ces atouts pour
comprendre la séparation des feuillets
germinaux en étudiant la mécanique
de formation de contacts entre deux
cellules.

Mécanique de I’adhésion entre cellules
Nous avons développé un modéle théo-
rique décrivant les forces impliquées
dans la régulation de I’angle de contact
entre deux cellules (Figure 1B) [6]. Ces
forces, qui agissent a la surface de la
cellule, prennent la forme de forces
par unité de surface, ou tensions de
surface. A I’état stationnaire, les ten-
sions de surface résultant de I’action
des molécules d’adhésion - ® (tension
d’adhésion)-, du cortex d’actomyosine
au contact - Y. (tension corticale du
contact) -, et du cortex d’actomyosine
hors du contact - Y.y (tension corti-
cale) -, s’équilibrent et déterminent
I’angle de contact (Figure 1B).

Grace a deux micropipettes permettant
de maintenir en contact deux cellules,
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nous avons pu former et observer le
comportement des doublets de cellules.
Nous avons ainsi mesuré des contacts
plus importants pour les doublets de
cellules ectodermiques que pour les
doublets de cellules mésodermiques
ou endodermiques. Pour comprendre
comment ces différents états station-
naires sont atteints, nous avons déve-
loppé un modele théorique décrivant la
forme des cellules adhérentes. l'ana-
lyse de nos résultats expérimentaux
dans ce modele nous permet de mesurer
la tension corticale du contact. Enfin,
connaissant ’angle de contact, nous
avons pu déterminer la tension d’adhé-
sion (Figure 1C,D). Cette étude a montré
que, quel que soit le feuillet d’origine,
la tension d’adhésion est négligeable
par rapport @ la tension corticale du
contact. Ceci nous permet de conclure
que I'angle de contact est principale-
ment déterminé par le rapport des ten-
sions corticales Y../Yem, plutdt que par
la tension d’adhésion. Les cellules ecto-
dermiques forment donc des angles de
contact plus grands que les angles for-
més par les cellules mésodermiques et
endodermiques, car le rapport des ten-
sions corticales Yc./Yem ¥ est plus bas.
C’est par ce mécanisme de modulation
locale de la tension corticale au niveau
des contacts cellule-cellule que, dans
’embryon, les cellules mésodermiques
et endodermiques (qui ont des contacts
plus petits), formeraient un feuillet dif-
férent du feuillet ectodermique ou les
contacts entre cellules sont plus grands.
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Figure 1. Forces contrélant la formation d’une adhésion entre cellules. A. Image de deux cellules
ectodermiques en contact. La cadhérine (en vert) montre le complexe d’adhésion entre les deux
cellules formant un anneau, partiellement visible, et la myosine (en rouge) montre le cortex
d’actomyosine. Barre d’échelle : 5 um. B. Schéma décrivant les forces (sous forme de tensions
de surface) qui contrdlent I"angle de contact O entre deux cellules. Uaccumulation de complexes
d’adhésion entre les deux cellules induit une tension @ (tension d’adhésion) qui augmente I’angle
de contact 6. Le cortex d’actomyosine produit au contact une tension Y, (tension corticale du
contact), et a I'interface avec le milieu extracellulaire une tension Y., (tension corticale). La
premiére tend & diminuer I"angle de contact, la seconde & I"augmenter. A I’état stationnaire, ces
forces s’équilibrent et déterminent I'angle de contact 0. C. Schéma de deux cellules en contact
tenues par deux micropipettes (en gris) avant leur déplacement visant a séparer les cellules.
D. Schéma décrivant le procédé expérimental amenant a déterminer le rapport de tensions cor-
ticales Yo/Ycm- Nous avons séparé des cellules en adhésion et observé la déformation de la sur-
face précédemment en contact (marquée en orange sur la figure). La courbure de cette surface
(1/R,) ne dépend plus de la tension d’adhésion ®, les liaisons d’adhésion ayant été rompues lors
de la séparation. Ceci nous permet de calculer la tension corticale du contact y,. et, connais-
sant I'angle de contact 0, nous pouvons déterminer la tension d’adhésion @ (voir panneau B).
E-F. Schéma décrivant le procédé expérimental amenant a déterminer la résistance mécanique
du contact aux forces de séparation F.. €n appliquant une force d’aspiration F, inférieure a la
force de résistance mécanique F, du contact, les cellules restent attachées aprés le déplacement
des micropipettes. €n appliquant une force d’aspiration F.’ supérieure a la force de résistance
mécanique F, du contact, les cellules se détachent apres le déplacement des micropipettes. La

force de séparation F est calculée comme la moyenne de F et ..

Quel réle mécanique pour

les molécules d’adhésion ?

Bien que la tension d’adhésion ait une
influence négligeable dans la régulation
de la taille du contact entre les cellules,
les molécules d’adhésion ont un rdle
essentiel dans le maintien des contacts.
€n particulier, elles permettent de résis-
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ter aux forces qui pourraient séparer
les cellules. Pour comprendre le role
de la résistance mécanique des molé-
cules d’adhésion dans la formation du
contact, nous avons étudié leur capacité
a résister aux forces de séparation [7].
Pour cela, nous avons utilisé des micro-
pipettes pour séparer des doublets de

cellules et mesurer la force nécessaire
a leur séparation (Figure 1€,F). Nous
avons mesuré les forces nécessaires a
la séparation de doublets composés de
deux cellules issues de chaque feuillet
germinal, et mis en évidence une plus
grande résistance au détachement des
cellules ectodermiques par rapport aux
cellules mésodermiques ou endoder-
miques. La taille des contacts, le type
de molécule d’adhésion ou leur quantité
au site de contact ne suffisent pas a
expliquer ces différences dans la force
de séparation. Cela suggere I'existence
d’un autre facteur de régulation.

Nous avons observé des différences dans
I’arrangement des molécules d’adhé-
sion au niveau du contact. Dans le cas
de deux cellules ectodermiques, les
cadhérines et les autres protéines impli-
quées dans la formation de liaisons
adhésives, comme ’o.-caténine, for-
ment un anneau. Cette organisation
traduit I"existence d’une concentration
plus élevée des molécules du complexe
d’adhésion a la périphérie du contact.
Cet anneau n’est pas observé dans les
contacts entre des cellules mésoder-
miques ou endodermiques (Figure 24).
De plus, durant la séparation, le com-
plexe d’adhésion semble se dissocier,
non pas par séparation des cadhé-
rines appartenant aux deux cellules en
contact, mais par séparation entre les
cadhérines et le cytosquelette d’actine
(Figure 2B). Le facteur limitant la résis-
tance mécanique a la séparation se
situerait donc au niveau de I'ancrage
des cadhérines au cortex d’actomyo-
sine. Ces observations suggérent que
I’attachement des cadhérines au cytos-
quelette d’actine pourrait varier selon
les feuillets. Cette hétérogénéité expli-
querait les différences de résistance
mécanique au niveau des contacts des
cellules dans les différents feuillets
germinaux.

Pour tester I'influence du couplage des
cadhérines au cortex, nous avons produit
une cadhérine mutante qui ne peut pas
s’'attacher au cytosquelette d’actine [8].
€n comparaison des cellules exprimant



A Contraste de phase  Cadhérine «-Caténine B Cadhérine a-Caténine
© c
E o8
= S
< 5
-2 <2
w ‘3
[}
£ c
2 .S
o o B
0 o 35
= < o
N
(5] wv
=
[
el D o
S g &
S ER]
w =N}
S &
Cadhérine
C
0| w F. | Cadhérines | Anneau| € 5 o Cortex
S = d’actomyosine
= 3
L+
c O
Ectoderme | +++ | — E I R + s S E
Mésoderme i — + ++ ++ ++ + F b
)
25
g [=%
L
Endoderme + - + + + +++ + 8 7}

Figure 2. Mécanique de I’adhésion entre cellules germinales du poisson zébre. A. Images de doublets de cellules ectodermiques, mésodermiques ou
endodermiques en contact analysées par contraste de phase perpendiculairement au contact (gauche, contraste de phase, échelle : 10 um), ou par
immunofluorescence dans le plan du contact (droite, cadhérine et ci-caténine, échelle : 5 um). Les doublets ectodermiques forment des contacts
plus grands que les doublets mésodermiques ou endodermiques (voir panneau ). Les molécules d’adhésion des doublets ectodermiques forment
un anneau qui est moins visible aux contacts des doublets mésodermiques ou endodermiques (voir panneau €). B. Images de doublets de cellules
exprimant une cadhérine ou une o-caténine fluorescente avant et aprés leur séparation mécanique. Durant la séparation, les dimeéres de cadhé-
rines s’accumulent en un point avant d’étre retirés du cortex d’une des deux cellules, alors que I’at-caténine se dissocie du contact. Cela suggére
que 'ancrage cytoplasmique de la cadhérine, plutot que son attachement extracellulaire, contribue a la force de séparation F; du doublet. Barre
d’échelle : 10 um. C. Tableau résumant les propriétés adhésives et contractiles des cellules ectodermiques, mésodermiques et endodermiques. Les
tensions de surface ®, Y. et Y.m, €t I'angle de contact 0, sont présentés dans la Figure 1B. La quantité et I’organisation des cadhérines au contact,
supposées réguler la force de séparation Fs, sont présentées dans le panneau A et la Figure 1€-F. D-F. Schéma récapitulatif décrivant la formation
et la séparation du contact entre les cellules. Le cortex d’actomyosine a I"extérieur du contact (en rouge) tire sur le complexe d’adhésion (en vert),
ce qui, en combinaison avec une réduction de la tension du cortex d’actomyosine du contact (en orange), définit la taille de la zone d’adhésion. Les
molécules d’adhésion connectent les cortex d’acto-myosine des deux cellules en contact et résistent au détachement. La résistance mécanique du

complexe d’adhésion est limitée par I’ancrage des cadhérines au cortex d’actomyosine.

une cadhérine normale, les cellules expri-
mant la cadhérine tronquée ne résistent
qu’a des forces de séparation plus faibles.
€t si la force requise pour séparer des cel-
lules ectodermiques exprimant une cad-
hérine normale est plus grandes que celle
qui est requise pour séparer des cellule
endodermiques, cette différence est abo-
lie si les cellules expriment la cadhérine
tronquée. Ces résultats indiquent que la
différence de résistance mécanique des
contacts entre cellules ectodermiques
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et entre cellules endodermiques dépend
de 'ancrage des cadhérines au cytosque-
lette d’actine (Figure 2C).

Conclusions

Nos résultats indiquent que c’est en
modulant la tension corticale au niveau
du contact cellulaire que les cellules
contrdlent la taille de la zone d’adhé-
sion. Contrairement a ce que I’on croyait
au vu de modeéles antérieurs, la ten-
sion d’adhésion contribue peu méca-

niqguement a I’étalement du contact
cellulaire. Le réle mécanique princi-
pal des molécules d’adhésion serait de
connecter les cortex d’actomyosine au
points de contact cellulaires. Le com-
plexe d’adhésion doit ensuite résis-
ter aux forces qu’exercent les cortex
d’actomyosine sur ce contact cellulaire
(Figure 2D,F).

Dans ’embryon de poisson zébre, nous
pouvons supposer que c’est en raison
de leur moindre capacité a former des
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contacts de grande taille et de grande
stabilité que les cellules mésodermiques
et endodermiques se séparent des cel-
lules ectodermiques pour former des
couches de cellules distinctes. Les prin-
cipes mécaniques présentés ci-dessus
permettent de comprendre les nombreux
mouvements morphogénétiques qui
impliquent la formation et la stabilité
des contacts entre les cellules. ¢

Cell adhesion mechanics of zebrafish
gastrulation
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Un nouvel espoir : greffer des
cellules souches dans oreille

interne
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> Les déficits auditifs représentent un
véritable enjeu de santé publique. Tres
récemment, M.N. Rivolta et son groupe
(université de Sheffield, Royaume-Uni)
[1] ont montré que des progéniteurs neu-
ronaux issus de cellules souches embryon-
naires des crétes neurales humaines
peuvent se différencier en neurones audi-
tifs in vivo, et restaurer la fonction audi-
tive dans un modele de neuropathie chez
des animaux adultes. Si la greffe des cel-
lules sensorielles (cellules ciliées) semble
encore hors de portée thérapeutique, la
transplantation des progéniteurs neu-
ronaux devrait permettre d’élargir I'in-
dication des implants cochléaires aux

patients présentant (=) voirm/s 2010,
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Les enjeux physiopathologiques

de la presbyacousie

Les statistiques européennes et nord-amé-
ricaines montrent que 16 % de la popula-
tion adulte présente des problémes audi-
tifs. €n Europe, le colit de la prise en charge
des déficits auditifs représentent 213 mil-
liards d’euros par an, dont 22 milliards pour
la France [2]. Dans nos sociétés de plus en
plus bruyantes, ou I'espérance de vie ne
cesse d’augmenter, la surdité liée a I'dge
(presbyacousie) devient un véritable enjeu
de santé publique. Malheureusement, peu
de traitements répondent efficacement
aux pathologies de loreille interne. Cette
pénurie de traitements est en grande partie
due au fait que les cellules sensorielles et
les neurones auditifs ne se renouvellent
pas, ce qui entraine une surdité irréversible.

Depuis le début du XXI® siecle, de trés
nombreux travaux portant sur les cellules
souches ont été publiés. Ainsi, la cochlée
des mammiferes posséde des cellules
souches (ou progénitrices) ayant la capa-
cité se diviser et de se différencier en
cellules ciliées [3]. Lorsque ces cellules
souches sont injectées chez ’embryon dans
la vésicule otique, elles s’integrent dans
I’épithélium cochléaire et se différencient
en cellules sensorielles [4]. €n revanche,
I’anatomie de la cochlée adulte ne permet
pas I'intégration de ces cellules souches au
sein de "épithélium cochléaire [5].

Restauration de la fonction
de neurones auditifs in vivo
Les travaux de I’équipe de M.N. Rivolta
récemment publiés dans Nature [1]
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