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I- Introduction 

1- Les cellules épithéliales : des cellules polarisées 

Les tissus épithéliaux, présents chez tous les métazoaires, sont une barrière 

physique et chimique entre les milieux intérieur et extérieur de l’organisme. En 

tapissant les surfaces externes et les cavités de l’organisme, ils participent à 

l’échange de molécules et d’ions, régulant ainsi l’homéostasie. Pour accomplir 

cette fonction, les cellules sont polarisées selon un axe apico-basal et leur 

membrane plasmique peut être divisée en plusieurs domaines (Figure A). Le 

domaine apical fait directement face au milieu extérieur, le domaine latéral est en 

contact avec les cellules voisines tandis que le domaine basal est ancré sur la 

lame basale. La composition des membranes et du cytoplasme des cellules 

épithéliales varie selon l’axe apico-basal mais également dans le plan de 

l’épithélium. Dans le plan de l’épithélium, nous pouvons distinguer deux grands 

types de jonctions : les jonctions bicellulaires entre deux cellules voisines et les 

jonctions tri-cellulaires au contact de trois cellules (Figure B). 

1.1 Les jonctions adhérentes 

La barrière physique du tissu épithélial est assurée par la forte cohésion entre les 

cellules au niveau de la zonula adherens (Figure C) formant une ceinture de 

jonctions adhérentes à l’interface entre les domaines apical et latéral (Meng et 

Takeichi, 2009 ; Harris et Tepass, 2010). Le rôle des jonctions adhérentes est 

assuré par la protéine transmembranaire E-Cadhérine (E-Cad) liée au 

cytosquelette d’actine via son interaction avec β-caténine (β-cat), et α-caténine 

(α-cat) (Cavey et Lecuit, 2009 ; Drees et al, 2005 ; Nishimura et Takeichi, 2009 ; 

Yamada et al., 2005). Les molécules de E-Cadhérine s’associent en trans (entre 

deux cellules voisines) par des interactions homophiliques, leur conférant ainsi 

leurs propriétés adhésives et sélectives. Elles interagissent également en cis (sur 

la même membrane), permettant probablement leur regroupement entre elles. 
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Figure A : Les cellules épithéliales sont polarisées selon l’axe apico-basal. Comparaison 
de l’organisation apico-basale des cellules épithéliales de vertébrés (gauche) ou d’arthropodes 
(droite). Les jonctions serrées (tight junction) sont localisées en apical des jonctions adhérentes 
(zonula adherens junction) chez les vertébrés. Chez les arthropodes, les jonctions septées 
plissées (pleated septate jucntion) se forment sous les jonctions adhérentes dans les cellules 
dérivant de l’ectoderme. Dans les cellules dérivant de l’endoderme, des jonctions septées lisses 
(smooth) se forment à la membrane apico-latérale. Ces cellules ne présentent pas de ceinture 
de jonctions adhérentes mais des patchs de jonctions se forment entre les cellules sur la 
membrane baso-latérale. (Adapté de Izumi et Furuse, 2014). 

 

Figure B : Des jonctions tri-cellulaires se forment au contact de trois cellules épithéliales. 
Chez les vertébrés et les invertébrées, dans le plan de l’épithélium, deux types de jonctions 
prennent place. Les jonctions bicellulaires séparent deux cellules, tandis qu’au contact de trois 
cellules se forent des jonctions tri-cellulaires (B). D’un point de vue structural, chez les vertébrés, 
un élément central d’étanchéité se forme aux jonctions tri-cellulaires. Chez les invertébrés, les 
jonctions tri-cellulaires prennent la forme de diaphragmes entre les trois cellules (C). (Adapté de 
Higashi et Miller, 2017). 
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Figure C : Les jonctions adhérentes. Représentation schématique des différents constituants 
de la ceinture de jonctions adhérentes. Ces constituants peuvent varier selon le type de jonctions 
adhérentes. La protéine transmembranaire E-Cadhérine (Cadherin) est liée au cytosquelette 
d’actine (F-actin) via son interaction avec β-caténine (β-catenin), et α-caténine (α-catenin). (De 
Meng et Takeichi, 2009). 
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1.2 La barrière de perméabilité chez les vertébrés 

Chez les vertébrés, les jonctions intercellulaires regroupent les jonctions 

adhérentes, les jonctions serrées, les desmosomes et les jonctions 

communicantes (Gap junctions). Dans les cellules épithéliales, les jonctions 

adhérentes et serrées sont morphologiquement et biochimiquement différentes 

malgré le fait qu’elles soient issues d’une même jonction primordiale (Cereijido 

et al., 1971 ; Balda et al., 1991). Les jonctions serrées forment un domaine apico-

latéral et sont localisées en apical des jonctions adhérentes. Ces deux types de 

jonctions sont associées au cytosquelette d’actine. Au niveau baso-latéral, les 

desmosomes sont eux liés aux filaments intermédiaires. Enfin Les jonctions 

communicantes consistent en de petits canaux permettant la communication 

entre cellules voisines (Figure D). 

1.2.1 Les jonctions serrées : composition 

Les jonctions serrées sont composées de plus de quarante protéines 

transmembranaires et cytosoliques (Figure E) (Schneeberger et Lynch, 2004) 

mais les protéines du complexe central, responsable de la fonction de barrière 

de perméabilité, sont les claudines (Furuse et al., 1998). Les claudines sont des 

protéines qui prennent part à la diffusion sélective des ions entre les membranes 

cellulaires par le biais de pores paracellulaires (Tamura et Tsukita, 2014). Ces 

protéines traversent quatre fois la membrane plasmique, formant ainsi deux 

boucles extra-cellulaires. La première boucle extra-cellulaire contient un motif 

d’acides aminés permettant des interactions en cis ou trans via des ponts 

disulfures entre Cystéines de claudines voisines. La partie C-terminale est quant 

à elle importante pour la localisation apicale dans les jonctions serrées (Ruffer et 

Gerke, 2004). Les protéines à domaines Marvel (Occludine/ Tricelluline/ 

MarvelD3) présentent quatre hélices transmembranaires et sont impliquées dans 

la juxtaposition des membranes. Les occludines sont notamment importante pour 

la régulation de la migration en trans des neutrophiles (Huber et al., 2000). Une 
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déplétion de ces protéines entraine également une mauvaise localisation des 

tricellulines qui comme leur nom l’indique sont enrichies aux jonctions tri-

cellulaires (voir 1.4.2). La troisième protéine à domaine Marvel, MarvelD3, est 

connue pour être impliquée dans la régulation de la migration cellulaire et de la 

prolifération des cellules en culture. MarvelD3 module l’activation des kinases 

JNK en inhibant MEKK1, composant de la voie de signalisation JNK. D’autres 

études seront nécessaires pour affiner le rôle de ces protéines au niveau 

tissulaire. Enfin les protéines JAMs sont des protéines d’adhésion comportant 

des domaines immunoglobuline et entrant en jeu dans différentes voies de 

signalisation impliquées dans le remodelage des épithélia. 

Les jonctions serrées sont aussi composées d’une plaque cytoplasmique, un 

réseau protéique complexe qui interagit avec les domaines cytoplasmiques des 

protéines membranaires ainsi qu’avec l’Actine filamenteuse (Actine-F) et les 

microtubules (Figure E). Ces principaux composants sont des protéines avec de 

nombreux domaines d’interaction protéine-protéine. Parmi eux, la première 

protéine des jonctions serrées identifiée, ZO-1. Un rôle important de ZO-1 

consiste en l’organisation spatiale des tensions présentes aux sites d’adhésion 

(Tornavaca et al., 2015). Les protéines ZO-1 interagissent notamment avec les 

claudines via des domaines PDZ (domaine d’homologie PSD95, DlgA, ZO-1) 

présents à leur partie N-terminale et C-terminale respectives (Itoh et al., 1999). 

Cette interaction permettrait le recrutement correct des claudines aux jonctions 

serrées (McCarthy et al., 2000). Ainsi, de très nombreuses protéines adaptatrices 

à domaine PDZ (ZO-2, ZO-3, MUPP1, PATJ, Par3…) prennent part aux 

interactions protéiques de la plaque cytoplasmique des jonctions serrées. 

D’autres protéines adaptatrices, la cinguline et la para-cinguline, lient de 

nombreuses protéines jonctionnelles mais aussi l’Actine et dans le cas de la 

cinguline, les microtubules. La plaque cytoplasmique contient également de 

nombreuses protéines de signalisation telles que des protéines kinases, des 

phosphatases, des protéines liant le GTP et des régulateurs transcriptionnels et  
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Figure D : Les jonctions intercellulaires chez les vertébrés. Les jonctions adhérentes (vert) 
assurent la cohésion entre les cellules. Les jonctions serrées (rouges) forment la barrière de 
perméabilité paracellulaire. Ces deux types de jonctions sont liés aux filaments d’actine. Sur la 
membrane baso-latérale, les desmosomes (bleu) sont liés aux filaments intermédiaires (jaune) et 
les jonctions communicantes (marron) forment de petits canaux entre les cellules. (Adapté de 
Balda et Matter, 2016) 

 

 

Figure E : Organisation moléculaire des jonctions serrées. Les jonctions serrées se 
composent de protéines transmembranaires (gris) qui interagissent avec le cytosquelette 
cellulaire (microtubules et filaments d’actine) via des protéines adaptatrices (rose). Elles 
comprennent également des protéines de polarité (bleu) Des protéines de signalisation (orange) 
et leurs adaptateurs (rouge) sont également associés aux jonctions serrées. (Adapté de Zihni et 
al., 2016).    
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post-transcriptionnels (Zihni et al., 2014 ; Gonzales-Mariscal et al., 2014 ; Quiros 

et Nusrat, 2014). 

1.2.2 Les jonctions serrées : structure 

Les jonctions serrées ont d’abord été décrites en microscopie électronique 

comme des points de fusion entre les membranes plasmiques de cellules 

voisines (Farquhar et Palade, 1963). Plus tard, par cryofracture, les jonctions 

serrées apparaissent sous forme d’un réseau continu de fibres ramifiées qui 

entoure l’apex de chaque cellule épithéliale (Staehelin, 1973). Ces observations 

sont à l’origine d’un débat entre deux modèles quant à la structure des jonctions 

serrées (Figure F). Le premier modèle est un modèle 100% protéines dans lequel 

la barrière de diffusion est établie par les protéines transmembranaires qui 

forment des complexes protéiques intercellulaires entre les membranes 

plasmiques de cellules voisines qui présentent ne configuration standard de 

bicouches lipidiques. Dans ce modèle, chaque contact est composé de quatre 

polymères de caudines, deux par cellule, qui interagissent par leur domaine 

extracellulaire. Le second modèle est un modèle hybride protéines-lipides 

incluant des contacts membrane-membrane entre les cellules voisines. Il 

propose que chaque site de contact soit une fusion des hémimembranes de 

cellules voisines formant un cylindre de micelles lipidiques inversés dans lequel 

se trouve les protéines transmembranaires. Ce modèle est basé sur la 

démonstration que des liposomes dépourvus de protéines sont capables de 

former des structures similaires aux jonctions serrées (Kachar et Reese, 1982). 

Récemment, la structure de la claudine-15 (Suzuki et al., 2014) tente à faire 

pencher la balance vers le modèle protéines seules. Toutefois jusqu’à présent, 

aucun consensus n’a été atteint. 
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Figure F : Deux modèles de structures des jonctions serrées. Le modèle 100% protéines 
propose que les interactions protéiques intercellulaires forment la barrière de perméabilité entre 
deux membrane plasmique, formées d’une bicouche lipidique classique. Dans le modèle hybride 
protéine-lipide, la continuité de la bicouche lipidique est interrompue par des micelles lipidques 
inversés formant des cylindres, stabilisés par les protéines transmembranaires. (Adapté de Zihni 
et al., 2016) 
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1.2.3 Les jonctions serrées : fonctions 

Les jonctions serrées ont deux rôles majeurs de barrière : l’un de barrière de 

perméabilité paracellulaire, l’autre de barrière de diffusion intramembranaire. La 

barrière de perméabilité paracellulaire est semi-permissive et peut laisser passer, 

selon le tissu, des ions et des petites molécules non chargées dans des pores de 

4 à 8 Å. La sélection des molécules peut aussi être basée sur la taille des 

molécules, laissant passer des molécules plus larges, de 30 à 60 Å. Ces deux 

types de perméation basés sur la charge ou sur la taille sont régulés par des 

mécanismes différents et peuvent l’être de manière opposée (Steed et al., 2010 

pour revue). Outre leur rôle de barrière, les jonctions serrées sont également des 

plateformes de signalisation importante. En plus d’être impliquées dans 

l’établissement et le maintien de la polarité apico-basale (lire ci-dessous), elles 

jouent un rôle de transmission des signaux vers l’intérieur de la cellule, régulant 

ainsi le cytosquelette, l’expression de gènes, la prolifération et la différentiation 

cellulaires.  

1.2.4 Les jonctions serrées : formation 

L’assemblage des jonctions serrées est étroitement lié à la polarité apico-basale. 

Durant les premières étapes de leur formation, les jonctions adhérentes et les 

jonctions serrées ne sont pas encore clairement bien définies et sont issues de 

la même jonction primordiale. ZO-1, composant des jonctions serrées, forme un 

complexe avec α-caténine, composant des jonctions adhérentes. Ce complexe 

est recruté au site de formation des nouvelles jonctions, couplant ainsi 

l’assemblage des jonctions adhérentes et des jonctions serrées. La formation des 

jonctions adhérentes et serrées matures nécessite ensuite l’activation de 

nombreux mécanismes de signalisation, parmi lesquels sont impliquées PKC 

(protein kinase C), PKA, AMPK (AMP-activated protein kinase), des 

phosphatases, des petites GTPases et des GTPases hétérotrimérique (Balda et 

al., 1991 ; Gonzales-Mariscan et al., 2014 ; Quiros et Nusrat, 2014 ; Zihni et al., 
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2014). Les Rho GTPases contrôlent la formation des jonctions serrées par trois 

mécanismes majeurs : elles stimulent la polymérisation de l’actine dans les 

contacts cellulaires initiaux par l’intermédiaire de Rac1-WAVE-Arp2/3 et Cdc42-

N-WASP-Arp2/3. Ceci permet la stabilisation des premiers contacts E-Cadhérine 

des jonctions adhérentes. Elles stimulent l’activité de la Myosine II, favorisant 

ainsi l’expansion des jonctions adhérentes. Et enfin elles participent à 

l’assemblage des complexes de polarité résultant à la formation des jonctions 

serrées et la mise en place de la polarité apico-basale. Au cours de l’assemblage 

des jonctions septées, ZO-1 et Cingulin recrutent respectivement RhoGEF11 et 

p114RhoGEF (Terry et al., 2011 ; Itoh et al., 2012). Ces deux GEF sont 

spécifique pour RhoA qui joue un rôle dans le remodelage et l’organisation de 

l’actine. p114RhoGEF se lie à Myosine II et ROCK, constituant ainsi un complexe 

prêt pour l’activation de RhoA. ROCK phosphoryle MLC et inhibe la phosphatase 

de la chaîne légère de myosine, MYPT (Watanabe et al., 1999). D’un autre côté, 

Cdc42, associée à la protéine de polarité Par6, stimule l’activité de aPKC et la 

phosphorylation des protéines de jonctions septées telles que JAM-A et ZO-2, ce 

qui stabilise leur localisation dans les jonctions (Wallace et al., 2010 ; Quiros et 

al., 2013). 

1.3 La barrière de perméabilité chez Drosophila melanogaster 

Chez Drosophila melanogaster, organisme invertébré de la famille des diptères, 

les jonctions intercellulaires sont regroupées en 3 groupes : le domaine sub-

apical, les jonctions adhérentes et les jonctions septées (Figure G). Chez la 

drosophile, deux types de jonctions septées sont décrites : les jonctions septées 

plissées et les jonctions septées lisses. Les jonctions septées plissées sont 

retrouvées dans les épithélia dérivés de l’ectoderme tels que l’épiderme, la 

trachée ou les disques imaginaux. Les jonctions septées lisses sont, elles, 

retrouvées dans les épithélia dérivés de l’endoderme. Chez la drosophile, les 

jonctions septées sont localisées à la membrane latérale, juste sous la ceinture 

des jonctions adhérentes des cellules épithéliales dérivées de l’ectoderme. Les 
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jonctions septées lisses sont localisées dans la région apico-latérale des cellules 

épithéliales dérivées de l’endoderme, qui ne présentent pas de ceinture de 

jonctions adhérentes mais des points de contact adhésif (Tepass et Hartenstein, 

1994). Dans la suite de ce manuscrit, nous nous concentrerons uniquement sur 

les jonctions septées plissées. 

1.3.1 Les jonctions septées : composition 

A l’heure actuelle, plus de 20 composants des jonctions septées ont été décrits, 

incluant des protéines transmembranaires, des protéines cytoplasmiques et des 

protéines régulant l’assemblage de ces jonctions (Izumi et Furuse, 2014).  

Parmi les protéines transmembranaires, nous recensons Neuroglian, Neurexin-

IV, Contactin, les sous-unités α et β de la pompe à sodium Na+ / K+ 

ATPase (ATPα et Nervana2), Megatrachea, Sinuous, Kune-kune, Fasciclin II et 

Fasciclin III, Melanotransferrin, Lachesin, Macroglobulin, Gliotactin et Bark. 

Neuroglian, Neurexin-IV et Contactin. (Figure H) Ces trois protéines sont 

conservées au sein de jonctions de type septé présentes chez les vertébrés : les 

jonctions paranodales (Salzer, 2003 ; Faivre-Sarrailh et al., 2004). Neuroglian 

(Nrg) présente un seul domaine transmembranaire et contient cinq domaines de 

type immunoglobuline (Ig) et cinq domaines fibronectine (Barnejee et al., 2006). 

Neuroglian forme un complexe avec Coracle (Cora) (protéine cytoplasmique, voir 

ci-dessous), Neurexin-IV et Na+ / K+ ATPase (Genova et Fehon, 2003 ; Barnejee 

et al., 2006). Neurexin-IV (Nrx-IV) est une protéine transmembranaire de la 

famille Caspr (Contactin-associated-protein). Elle présente un seul domaine 

transmembranaire, dans sa partie cytoplasmique, un domaine PDZ (PSD-95-Dlg-

ZO-1) et dans sa partie extracellulaire, cinq domaines Laminin G, deux domaines 

de répétitions EGF et un domaine Discoïdin (Barnejee et al., 2006). Neurexin-IV 

interagit directement avec Coracle via son domaine cytoplasmique (Ward et al., 

1998).  Contactin  (Cont)  est  quant à elle une protéine  de  surface, ancrée  à la 
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Figure G : Les jonctions intercellulaires chez Drosophila melanogaster. Chez la drosophile, 
les jonctions adhérentes (vert) séparent le domaine subapical (orange) du domaine basolatéral 
où s’organisent les jonctions septées (rose). (Adapté de Le Bras et Le Borgne, 2014). 

 

 

 

Figure H : Composition moléculaire de Neurexin IV, Contactin et Neuroglian. Nrx-IV et Nrg 
sont deux protéines transmembranaires présentant un seul domaine transmembranaire. 
Contactin est une protéine de surface présentant un domaine d’ancrage à la membrane (GPI 
anchor). (Adapté de Banerjee et al., 2006). 
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membrane plasmique par un domaine GPI (Glycosyl-phosphatidyl-inositol) 

(Faivre-Sarrailh et al., 2004). Elle possède de plus quatre domaine fibronectin, 

six domaines de type immunoglobuline (Ig) et un domaine C-lectin. Contactin 

forme un complexe avec Nrx-IV et Nrg permettant l’adhésion cellule-cellule via 

des interactions hétérophiliques entre Cont et Nrg. La déplétion de Nrg, Nrx-IV 

ou Cont cause des défauts dans la fonction de barrière de perméabilité des 

jonctions septées. Ces trois composants jouent donc un rôle majeur dans cette 

fonction. 

Na+ / K+ ATPase. La pompe à sodium Na+ / K+ ATPase est un hétérodimère 

composé des sous-unités α (ATPα) et β (Nervana2) (Figure I). ATPα est une 

large sous-unité catalytique à plusieurs domaines transmembranaires tandis que 

Nervana2 est la sous-unité régulatrice et ne présente qu’un seul domaine 

transmembranaire.  Cette pompe utilise l’énergie issue de la transformation de 

l’ATP pour transporter les ions sodium vers le milieu extracellulaire et les ions 

potassium vers le milieu intracellulaire, contre leur gradient de concentration 

(Blanco et Mercer, 1998 ; Mobasheri et al., 2000). Elle permet le maintien ou le 

retour au potentiel de repos des cellules nerveuses, musculaires et cardiaques. 

Si les deux sous-unités sont nécessaires au maintien de la barrière de 

perméabilité (Genova et Fehon, 2003 ; Paul et al., 2003), l’activité de transport 

d’ions n’est pas requise à la formation des jonctions septées (Paul et al., 2007).  

Megatrachea, Sinuous et Kune-kune. (Figure J) Ces trois protéines font partie de 

la famille des claudines. Elles présentent toutes trois la même structure à quatre 

domaines transmembranaires et deux boucles extracellulaires. Megatrachea 

(Mega) est essentielle à la localisation correcte des composants de jonctions 

septées, notamment Nrx-IV et Cora. Elle est importante pour la morphologie 

normale des jonctions mais n’est pas indispensable à la polarité apico-basale ou 

à l’intégrité de l’épithélium (Behr et al., 2003). Contrairement à Mega, Sinuous 

(Sinu) est nécessaire à l’organisation des jonctions septées et à la barrière de 

perméabilité paracellulaire (Wu et al., 2004). Enfin, plus récemment, il a été mis 

en évidence que la troisième claudine connue chez les invertébrés, Kune-kune 
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Figure I : Représentation schématique des sous-unités α et β de la pompe Na+ / K+ 
ATPase. La sous-unité α est la sous unité catalytique et la sous unité β est la sous unité 
régulatrice de la pompe à sodium Na+ / K+ ATPase. L’activité de transport d’ions n’est pas 
requise à la formation des jonctions septées. (Adapté de Kaplan, 2002). 

 

 

Figure J : Représentation schématique des protéines de la famille des claudins. Kune-Kune 
(Kune), Sinuous (Sinu) et Megatrachae (Mega) sont des protéines transmembranaires de la 
famille des claudines. Elles présentent quatre domaines transmembranaires et deux boucles 
extracellulaires. (Adapté de Nelson et al., 2010). 
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(Kune) (Nelson et al., 2010), est essentielle à la fois à la formation et à 

l’organisation des jonctions septées, jouant ainsi un rôle plus central que les deux 

autres claudines. Ces trois claudines pourraient avoir un rôle redondant dans 

l’organisation des jonctions septées chez la drosophile. 

Fasciclin II et Fasciclin III. Fasciclin III (Fas3) est une protéine présentant un seul 

domaine transmembranaire et 3 domaines immunoglobulines (Ig). Elle établit des 

contacts homophiliques, participant ainsi à l’adhésion entre cellules voisines 

(Snow et al., 1989). Fas3 est très utilisée comme marqueur des jonctions septées 

même si toutefois elle n’est pas nécessaire à la formation ni au maintien de 

l’organisation des jonctions septées (Whitlock, 1993). Fasciclin II (Fas2) présente 

quant à elle cinq domaines immunoglobulines, trois domaines fibronectine de 

type 3 et un seul domaine transmembranaire. Elle est, elle aussi, impliquée dans 

l’adhésion cellule-cellule via des interactions homophiliques (Grenningloh et al., 

1991). 

Lachesin. Lachesin (Lac) est une protéine de surface contenant trois domaines 

de type immunoglobuline (Ig) et un domaine C-terminal GPI (Llimargas et al., 

2004). Lac contribue au contact intercellulaire via son activité d’adhésion 

homophilique.  

Melanotransferrin. Aussi connue sous le nom de Transferrin 2 (Tsf2), 

Melanotransferrin (Mtf) est une glycoprotéine de surface ayant la capacité à lier 

le fer. Elle présente deux domaines de liaison au fer et un domaine d’ancrage 

GPI. Mtf est retrouvée dans des complexes protéiques avec Nrx-IV, Nrg ou Cont. 

Son rôle est important dans la localisation des composants de jonctions septées 

et donc dans le maintien de l’intégrité de la barrière de perméabilité. En 2010, 

Tiklova et al. ont montré son rôle central dans l’assemblage et la maturation des 

jonctions septées. En effet, en absence de Mtf, la localisation de composants de 

jonctions septées tels que Nrx-IV et Cora est affectée. En revanche, les jonctions 

adhérentes ne sont pas affectées dans ce mutant. Enfin, les auteurs observent 

une extension du marquage Mtf vers le pôle basal dans les mutants Cora et ATPα 
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(Tiklova et al., 2010). Il y a donc une interdépendance entre ces différents 

composants de jonctions septées. 

Macroglobulin complement-related. Macroglobulin complement-related (Mcr) est 

une protéine transmembranaire appartenant à une famille de protéine TEPs 

(thioester-containing proteins) préalablement décrite pour son implication dans 

l’immunité innée (Medzhitov et Janeway, 2002). Chez la drosophile, Mcr est 

localisée au niveau des jonctions septées où elle joue un rôle dans leur 

organisation et leur fonction. Mcr et Nrg présentent notamment une 

interdépendance pour leur localisation aux jonctions septées (Hall et al., 2014).  

Les jonctions septées se composent également de protéines cytoplasmiques, 

parmi lesquelles nous retrouvons Coracle, Yurt, Variscose, Discs large, Lethal 

giant Larvae et Scribble. 

Coracle et Yurt. Coracle (Cora) et Yurt (Yrt) sont deux protéines de la super-

famille des protéines 4.1 qui contiennent un domaine FERM 

(4.1/Ezrin/Radexin/Moesin) (Fehon et al., 1994 ; Chishti et al., 1998 ; Laprise et 

al., 2009). Elles sont toutes deux nécessaires à la fonction de barrière de 

perméabilité des jonctions septées. De plus, Cora, Nrx-IV et ATPα d’une part, et 

Yrt d’autre part, fonctionneraient de manière redondante pour maintenir la 

polarité épithéliale durant l’organogenèse (Laprise et al., 2009). Yrt est 

notamment décrit pour réguler négativement la protéine de polarité apicale 

Crumbs (Laprise et al., 2006). 

Variscose. Variscose (Vari) appartient à un sous-groupe de protéines MAGUK 

(membrane-associated guanylate kinase). Elle présente également un domaine 

SH3 (Src homology 3) et un domaine PDZ. C’est via ce domaine PDZ liant 

directement la partie C-terminale de Nrx-IV que Vari semble impliqué dans 

l’assemblage des jonctions septées (Wu et al., 2007 ; Moyer et Jacobs, 2008). 

L’ensemble des protéines transmembranaires et cytosoliques décrites ci-dessus 

sont les composants du complexe stable des jonctions septées. La stabilité de 

ce complexe a été mise en évidence par des expériences de recouvrement de 
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fluorescence (Oshima et Fehon, 2011). Le second complexe est le complexe de 

polarité apico-basale composé des protéines cytoplasmiques Discs large, Lethal 

giant Larvae et Scribble (Figure K). 

Discs large. Discs large (Dlg) est une protéine MAGUK présentant de plus trois 

domaines PDZ et un domaine SH3. Elle est un des régulateurs de la polarité 

apico-basale et joue un rôle important dans la mise en place des jonctions 

septées (Woods and Bryant, 1991). 

Lethal (2) giant larvae. Lethal giant larvae (Lgl) présente cinq domaines de 

répétitions WD-40 (ou WD, ou β-transducin). Lgl est impliquée dans la polarité 

apico-basale en partie en régulant la distribution de membrane régulée par 

SNARE à la surface des cellules (Gangar et al., 2005).  

Scribble. Scribble (Scrib) est une protéine présentant seize répétitions riches en 

Leucine (LRR) et quatre domaines PDZ (Bilder et Perrimon, 2000). Scrib est 

fortement impliquée dans la polarité apico-basale en excluant Crumbs du 

domaine baso-latéral. C’est aussi un marqueur précoce du site de formation des 

jonctions septées (Bilder et Perrimon, 2000). 

Les deux complexes des jonctions septées (complexe stable et complexe de 

polarité) ont des rôles différents et malgré leur localisation identique, il n’existe à 

ce jour aucune évidence sur une possible interaction entre eux. Une grande 

différence entre ces deux complexes réside dans leur dynamique. En effet lors 

des expériences de recouvrement de fluorescence réalisées par Oshima et 

Fehon, il a été mis en évidence que les protéines du complexe stable ont une 

dynamique de recouvrement lente, de l’ordre de 30 minutes à 1 heure. Les 

composants du complexe de polarité, et notamment Dlg, présentent quant à eux 

une dynamique beaucoup plus rapide, de l’ordre de la minute. Le complexe de 

polarité est impliqué dans l’établissement de la polarité apico-basale (Bilder et 

Perrimon, 2000 ; Bilder et al., 2003 ; Tanentzapf et Tepass, 2003) quant au 

complexe stable, il jouerait un rôle plus tardivement dans le maintien de cette 

polarité (Laprise et al., 2009). 
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Figure K : Composition moléculaire des protéines du complexe de polarité Scribble. Le 
complexe de polarité Scrib, localisé au niveau des jonctions septées, est composé des protéines 
cytoplasmiques Scribble (Scrib), Discs large (Dlg) et Lethal giant larvae (Lgl). Ces protéines, très 
conservées au cours de l’évolution, jouent un rôle central dans l’établissement de la polarité 
apico-basale et la mise en place des jonctions septées. (Adapté de Elsum et al., 2012). 
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1.3.2 Les jonctions septées : structure 

En microscopie électronique, les jonctions septées apparaissent sous la forme 

d’une échelle qui traversent l’espace intermembranaire (Lane et Swales, 1982 ; 

Tepass et Hartenstein, 1994). Les jonctions septées plissées s’organisent en de 

régulières lignes ondulées, parallèles au plan de l’épithélium. Au contraire, les 

jonctions septées lisses s’organisent en lignes parallèles régulièrement espacées 

(Lane et al., 1994).  

1.3.3 Les jonctions septées : fonctions 

L’une des fonctions des composants de jonctions septées est l’établissement et 

le maintien de la polarité apico-basale. Pour cela, le complexe de polarité 

Scribble est l’acteur majoritaire par son activité d’inhibition de protéines apicales 

(Bilder et Perrimon, 2000 ; Bilder et al., 2003 ; Tanentzapf et Tepass, 2003). 

Toutefois le complexe stable n’est pas exclu de cette fonction mais jouerait un 

rôle plus tardif dans le maintien de la polarité apico-basale (Laprise et al., 2009). 

Une fois mises en place, les jonctions septées sont une barrière de diffusion 

paracellulaire sélective entre le pôle apical et le pôle basolatéral des épithélia 

(Lamb et al., 1998 ; Skaer et al., 1987). Le rôle des jonctions septées comme 

plateformes de signalisation est peu décrit. Par exemple, Fas3 serait directement 

en lien avec la voie de signalisation JAK/STAT pour le contrôle de la morphologie 

des tissus (Wells et al., 2013). 

1.3.4 Les jonctions septées : formation 

La formation des jonctions septées est nécessaire pour la polarisation des 

cellules épithéliales et permet la démarcation entre les membranes apicales et 

basolatérales. La mutation de l’un des composants du complexe stable des 

jonctions septées entraine un défaut de barrière de perméabilité et la mauvaise 

localisation des autres composants. Ils sont donc interdépendants quant à leur 

localisation et leur fonction. Si l’importance de différents composants de jonctions 

septées dans l’assemblage et le maintien de celles-ci est connue, la mise en 
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place du complexe stable n’est pas clairement établie. En revanche, la formation 

et la localisation des jonctions septées résultent directement de la mise en place 

de la polarité apico-basale (voir 1.5). Chez la Drosophile, plusieurs protéines Ly6, 

présentant un domaine GPI d’ancrage à la membrane (Hijazi et al., 2009 ; Syed 

et al., 2011), ont été proposé pour jouer un rôle dans la formation des jonctions 

septées en contribuant au trafic intracellulaire des composants de jonctions 

(Nilton et al., 2010). Toutefois, le rôle précis de ces protéines, adressage à la 

membrane ou recyclage par endocytose, n’est pas déterminé (Nilton et al., 2010). 

Très récemment, une étude a mis en évidence que l’une de ces protéines, Boudin 

(Bou), pouvait se retrouver dans le milieu extracellulaire et être internalisée et 

intégrée aux jonctions d’une cellule distante (Tempesta et al., 2017). Les auteurs 

montrent également qu’une autre protéine des jonctions septées est présente 

dans les vésicules internalisées, la protéine Kune. Cette dernière est endocytée 

pendant la morphogénèse des tissus épithéliaux. De manière intéressante, cette 

étude montre que Nrg joue un rôle central en empêchant l’internalisation de Bou 

et Kune (Tempesta et al., 2017). 

1.4 Les jonctions tri-cellulaires 

1.4.1 Dans le plan des jonctions adhérentes 

A l’interface entre trois cellules, des jonctions particulières se forment pour 

maintenir le contact et l’intégrité du tissu : ce sont les jonctions tri-cellulaires 

(Figure B). Chez les vertébrés, il n’y a pour l’heure aucune protéine connue pour 

être spécifiquement enrichie aux jonctions tri-cellulaires dans le plan des 

jonctions adhérentes. Le complexe Cadherin/Catenin est présent aux jonctions 

tri-cellulaires mais il est localisé plus basalement par rapport aux jonctions 

bicellulaires (Yonemura, 2011). Toutefois, la nature des interactions, les 

protéines impliquées ou l’orientation des câbles d’actine aux niveaux des 

jonctions tri-cellulaires restent non définies. Finalement, l’existence d’une 

éventuelle interaction entre les jonctions tri-cellulaires des jonctions adhérentes 
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et des jonctions septées, pour une bonne organisation des points de contact à 

trois cellules, n’est pas déterminée. Chez les invertébrés, dans le plan des 

jonctions adhérentes, Sidekick (sdk) est décrit comme étant spécifiquement 

enrichi aux jonctions tri-cellulaires (Lye et al., 2014). Sdk est une protéine à un 

seul domaine transmembranaire dont la partie extracellulaire est composée de 

six domaines immunoglobuline (Ig) et treize domaines fibronectine. La courte 

partie intracellulaire présente un domaine PDZ (Nguyen et al, 1997). Sdk est 

impliqué dans des contacts homophiliques permettant l’adhésion entre cellules 

(Yamagata et al., 2002 ; Yamagata et Sanes, 2008), notamment par 

l’intermédiaire de ces quatre premiers domaines Ig présent en N-terminal 

(Goodman et al., 2016). 

1.4.2 Dans le plan des jonctions serrées/septées 

Dans le plan des jonctions serrées, chez les vertébrés, deux protéines sont 

particulièrement enrichies aux jonctions tri-cellulaires : Tricellulin et Angulin 

(Figure L). Première décrite, la tricellulin est une protéine de la famille Marvel 

fortement enrichie aux jonctions tri-cellulaire et très peu présente aux jonctions 

bicellulaires (Ikenouchi et al., 2005). Comme toutes les protéines de la famille 

Marvel, tricellulin présente quatre domaines transmembranaires. La seconde 

famille de protéines se compose de angulin-1 (ou LSR pour lipolysis-stimulated 

lipoprotein receptor), angulin-2 (ou ILDR pour Ig-like domain-containing receptor) 

et angulin-3 (ou ILDR2, LISCH-like ou C1orf32). Ce sont des protéines à un seul 

domaine transmembranaire (Masuda et al., 2011 ; Higashi et al., 2013) 

présentant dans leur partie extracellulaire un domaine Ig-like susceptible de jouer 

un rôle dans l’adhésion entre cellules. Ce dernier point n’a pas été testé 

directement concernant les angulins. Enfin, en absence de angulin-1, tricellulin 

est localisée uniformément aux jonctions bicellulaires. En revanche, l’absence de 

tricellulin n’affecte pas la localisation de angulin-1. Ainsi, angulin-1 permet le 

recrutement de tricellulin au niveau des jonctions tricellulaires, dans le plan des 

jonctions serrées (Masuda et al., 2011). 
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Figure L : Les jonctions tri-cellulaires au niveau des jonctions serrées et septées. La 
tricellulin (orange), une protéine de la famille Marvel à quatre domaines transmembranaires, est 
recruté aux jonctions serrées tri-cellulaires (tTJ) par Angulin (bleu clair), présentant un seul 
domaine transmembranaire. Aux jonctions septées tri-cellulaires (tSJ), c’est Bark beetle (Bark ou 
Anakonda, bleu foncé) qui recrute Gliotactin (violet). Ces deux protéines présentent un seul 
domaine transmembranaire. Enfin, Sidekick est une protéine transmembranaire localisée aux 
jonctions tri-cellulaires des jonctions adhérentes, chez la drosophile. (Adapté de Higashi et Miller, 
2017).  
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Chez les invertébrés, Gliotactin (Gli) et Bark beetle (Bark, ou Anakonda (Aka)) 

sont deux protéines à un domaine transmembranaire spécifiquement enrichies 

au niveau des jonctions tri-cellulaires des jonctions septées. Gli est une protéine 

de type cholinestérase, sans activité enzymatique, et membre d’une famille de 

protéines d’adhésion, les électrotactines (Auld et al., 1995 ; Botti et al., 1998). Gli 

est nécessaire au développement et à la fonction des jonctions septées. Dans 

les premiers stades du développement embryonnaire, au moment de la formation 

des nouvelles jonctions entre cellules, Gli est localisée de manière uniforme à la 

membrane (stade 11). Puis, au fil de la maturation des jonctions septées, Gli va 

s’enrichir spécifiquement aux jonctions tri-cellulaires (stade 13) (Schulte et al., 

2003). Sa localisation apico-basale évolue également : au stade 13, Gli est 

localisée sur toute la hauteur de la membrane latérale. Puis au stade 15, elle est 

restreinte à la partie apicale de cette membrane latérale. Ces observations font 

d’elle un composant des jonctions septées mais sa localisation spécifique aux 

jonctions tri-cellulaires laisse penser qu’elle joue un rôle différent des autres 

composants de jonctions septées. Schulte et al. ont montré une interdépendance 

entre Gli et Nrx-IV quant à leur location respective. Enfin, en l’absence de Gli, la 

fonction de barrière de perméabilité paracellulaire est perdue malgré le maintien 

des jonctions. Les jonctions présentes en absence de Gli ne sont pas 

regroupées, ce qui leur confère une morphologie immature (Schulte et al., 2003). 

Plus récemment, Byri et al. ont mis en évidence que le recrutement de Bark aux 

jonctions tri-cellulaires était nécessaire et suffisant à celui de Gli (Byri et al., 

2015). Bark présente dans sa partie extracellulaire trois domaines riches en 

cystéines (Scavenger Receptors (SR)), un domaine CUB 

(Complement/UEGF/BMP1), un domaine C-lectin et dix-neuf hélices β parallèles. 

Ces domaines sont organisés en trois structures répétées (Byri et al., 2015). 

Dans sa partie cytoplasmique, Bark présente un motif de liaison PDZ de classe 

1, ETAM. Bark joue un rôle important dans la fonction de barrière de perméabilité, 

il est nécessaire à la formation des jonctions tri-cellulaires mais n’intervient pas 

dans l’assemblage des jonctions bicellulaires. En effet, dans un mutant bark, 
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Sinu, ATPα, Cora, Lac et Mtf présente une localisation normale. Seule Fas3 est 

mal localisée dans un mutant bark (Byri et al., 2015). Le recrutement de Bark aux 

jonctions tri-cellulaires est indépendant de la formation des jonctions bicellulaires. 

En effet, différents mutants présentant une absence de jonctions septées (cora, 

Mcr, Nrg, sinu), affichent une localisation normale de Bark (Byri et al., 2015). 

1.4.3 Structure 

Chez les vertébrés, aux niveaux des jonctions tri-cellulaires, les fibres de 

jonctions serrées, parallèles au plan de l’épithélium, s’étendent le long de l’axe 

apico-basal, formant un joint de jonctions bicellulaires autour de la jonction tri-

cellulaire (Figure M). Cette organisation est appelée élément central d’étanchéité 

et les trois extensions de jonctions septées forment un canal étroit de 10 nm à 

chaque jonction tri-cellulaire (Staehelin, 1973). Chez les invertébrés, à l’approche 

d’un contact entre trois cellules, la configuration des jonctions septées change 

(Figure B). L’organisation en lignes parallèles au plan de l’épithélium est perdue 

et les lignes de jonctions septées tournent de 90 degrés, formant trois réseaux 

parallèles entourant la jonction entre trois cellules, ressemblant à l’élément 

central d’étanchéité décrit chez les vertébrés (Noirot-Thimotée et al., 1982). A 

l’intérieur du canal ainsi formé, et perpendiculaire à l’espace entre les trois 

cellules, sont décrits des séries de diaphragmes qui apparaissent liés non 

seulement aux trois réseaux de jonctions bicellulaires mais aussi à la membrane 

des trois cellules impliquées dans la jonction, formant ainsi de vrais contacts tri-

cellulaires (Fristrom, 1982 ; Graf et al., 1982 ; Noirot-Thimotée et al., 1982). 
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Figure M : Modèle structural des jonctions serrées tri-cellulaires. A l’approche d’une jonction 
tri-cellulaire, les fibres de jonctions bicellulaires s’étendent le long de l’axe apico-basal, formant 
un joint de jonctions bicellulaires, l’élément central d’étanchéité. (Adapté de Furuse et al., 2014). 
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 1.4.4 Fonctions 

Les jonctions tri-cellulaires assurent la cohésion entre les cellules au point de 

rencontre entre trois cellules. Elles jouent un rôle important dans la barrière de 

perméabilité. Dans l’embryon de Drosophile, l’absence de Bark entraine 

l’apparition de trous dans le tissu épithélial, même si les jonctions bicellulaires 

sont détectables. Un phénomène similaire est observé en absence de Gli. 

L’absence de l’une ou l’autre de ces protéines entraine donc la perte de la 

barrière de perméabilité paracellulaire est (Schulte et al., 2003 ; Byri et al., 2015). 

Outre leurs rôles dans la fonction de barrière des épithélia (Ikenoushi et al., 

2005 ; Riazuddin et al., 2006 ; Krug et al., 2009 ; Furuse et al., 2014), les 

jonctions tri-cellulaires sont également impliquées dans l’organisation du 

cytosquelette (Oda et al., 2014) et sont un site préférentiel pour la migration trans-

endothéliale des neutrophiles (Burns et al., 1997) et des cellules métastatiques 

(Nakai et al., 2005) et la propagation des pathogènes intracellulaires (Fukumatsu 

et al., 2012). 

1.5 Etablissement et maintien de la polarité apico-basale  

Depuis la fin des années 70s, la polarité épithéliale est étudiée chez les 

mammifères, établissant le rôle important du transport de vésicules et des 

interactions adhésives (Rodriguez-Boulan et al., 2005). Ce n’est que dans les 

années 80s que les organismes modèles, notamment C. elegans et D. 

melanogaster, vont permettre l’identification des protéines de polarité. Ainsi, trois 

complexes de polarité, conservés chez le ver, la mouche et les mammifères vont 

être mis en évidence (Knust et Bossinger, 2002 ; Tepass et al., 2001) : le 

complexe Crumbs (Crumbs-Pals1(Stardust)-Patj-Lin7) et le complexe Par 

(Par3(Bazooka)-Par6-aPKC) qui sont tous deux des complexes apicaux. Et le 

complexe Scrib (Lgl-Scrib-Dlg) qui lui est localisé le long de la membrane 

basolatérale (Figure K). L’identité des membranes apicale et basolatérale est 

maintenue par un antagonisme mutuel entre les différents complexes (Figure N) 
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(Bilder et al., 2003 ; Chartier et al., 2011 ; Laprise et al., 2009 ; Tanentzapf et 

Tepass, 2003). Au sein de ces complexes, les régulateurs de la polarité apicale 

sont notamment la protéine transmembranaire Crumbs (Crb), la protéine kinase 

C (aPKC), la petite GTPase Cdc42 et les protéines adaptatrices ou de soutien 

Bazooka (Baz chez la drosophile/Par3), Par6, Stardust (Sdt/PALS1/MPP5) et 

Patj (PATJ/MUPP1), la lipide phosphatase PTEN et les protéines à domaines 

FERM, Yurt et Moesin. Au sein même du complexe apical Par, Baz est 

phosphorylé par aPKC, l’excluant ainsi du domaine apical et lui conférant une 

localisation plus apico-latérale. Cette exclusion est spécifique des épithélia car 

elle requiert également une phosphorylation de Baz par Crumbs. En absence de 

ces phosphorylation, Baz recrute les jonctions adhérentes, menant à la perte du 

domaine apical et l’extension du domaine apico-latéral. L’exclusion apicale de 

Baz par Crumbs et aPKC permet de définir la limite apico-latérale (Morais-de-Sá 

et al., 2010). La régulation réciproque entre les régulateurs de polarité apicale et 

les régulateurs de polarité basolatérale est également basée sur des 

phosphorylations. Par1, un composant du domaine basolatéral, phosphoryle 

Baz/Par3, permettant ainsi la restriction du complexe Par au domaine apical 

(Benton et St Johnston, 2003). De plus, la phosphorylation de Baz/Par3 a pour 

conséquence d’empêcher sa liaison à aPKC et donc la formation du complexe 

Par (Benton et Johnston, 2003). Réciproquement, la phosphorylation et 

l’inactivation de Lgl et Par1 par aPKC restreint la localisation du complexe Scrib 

au domaine basolatéral (Betschinger et al., 2003 ; Yamanaka et al., 2003 ; Hurov 

et al, 2004, Kusakabe et Nishida, 2004 ; Suzuki et al., 2004). La fonction de 

Crumbs est quant à elle limitée au domaine apical par Lgl, Dlg et Scrib (Bilder et 

Perrimon, 2000 ; Bilder et al., 2003 ; Tanentzapf et Tepass, 2003). PTEN coopère 

avec Crumbs pour renforcer la polarité apicale (Chartier et al., 2011). Une fois la 

polarité apico-basale établie, le complexe Scrib n’est plus essentiel au maintien 

de la polarité. Ce sont les protéines du complexe stable, Yrt, Cora, Nrx-IV, ATPα 

et Nrv2 qui vont contrecarrer les protéines de polarité apicale pour maintenir la 

polarité basolatérale (Laprise et al., 2009). Les mécanismes régissant 
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l’antagonisme mutuel entre ces deux groupes de protéines sont pour l’heure 

inconnus (Figure O). 

Un contrôle précis de ces régulations est nécessaire au maintien de la polarité 

apico-basale mais également pour initier la morphogenèse épithéliale, comme 

par exemple lors de la gastrulation chez la drosophile (Wang et al., 2012). 
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Figure N : Etablissement et maintien de la polarité apico-basale. Organisation subcellulaire 
basique des épithéliums de drosophiles et de vertébrés. Les domaines corticaux, établis le long 
de l’axe apico-basal, sont définis par l’activité de complexes de polarité conservés au cours de 
l’évolution. Les interactions positives (bleu) ou antagonistes (rouge) entre les principaux 
complexes de polarité sont représentées, tout comme les jonctions régulant l’adhésion entre 
cellules (jonctions adhérentes) ou la barrière de diffusion paracellulaire (jonctions septées ou 
serrées). (Adapté de Thieleke et al., 2017). 
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Figure O : Régulation de la polarité apico-basale chez Drosophila. Localisation des 
complexes majeurs de polarité et leurs interactions. Les phosphorylations sont indiquées par les 
flèches rouges, les déphosphorylations par les flèches bleues et les interactions par les lignes 
pointillées. Une fois la polarité établie par les complexes Crumbs (blanc), Par (bleu) et Scrib 
(mauve), le maintien de la polarité fait intervenir des protéines du complexe stable des jonctions 
septées, telles que Yurt (Yrt), Coracle (Cora) et Neurexin-IV (Nrx-IV). (Adapté de Flores-Benitez 
et Knust, 2016).  



36 
 
 

2- La cytodiérèse. 

2.1 Description 

En fin de mitose, une fois le matériel génétique dupliqué, les deux futures cellules 

vont devoir se séparer physiquement : c’est la cytodiérèse, la dernière étape de 

la division cellulaire (Figure P). La cytodiérèse consiste en effet en la formation 

d’une nouvelle membrane entre les cellules filles. Pour cela, un sillon de division 

se forme de part et d’autre de la cellule et un anneau contractile est mis en place. 

Sa contraction permet la séparation du cytoplasme et des pronuclei issus de la 

mitose. On comprend alors aisément que le positionnement du sillon de division, 

déterminant lui-même l’emplacement de l’anneau contractile, est primordial à la 

bonne ségrégation du matériel génétique entre les cellules sœurs. Ces 

mécanismes sont donc hautement régulés et sont particulièrement bien décrits 

lors de la division de cellules isolés. 

Dans le règne animal, la cytodiérèse est initiée durant l’anaphase, lorsque 

l’activité de CDK1 diminue (Wheatley et al., 1997). Ceci entraine la stabilisation 

des microtubules et la réorganisation du fuseau mitotique. Cycle cellulaire et 

cytodiérèse sont donc intimement liés. 

2.2 Le fuseau central 

La réorganisation du fuseau mitotique mène à la formation du fuseau central 

(Figure Q). Le fuseau central est une zone dense en microtubules antiparallèles 

où vont venir s’accumuler de nombreuses protéines telles que des protéines 

associées aux microtubules (MAP), des protéines motrices ou encore des 

protéines kinases (Glotzer, 2009). Au niveau du fuseau central, les microtubules 

sont organisés grâce à l’intervention de protéines de cohésion qui reconnaissent 

leur extrémité positive. Parmi ces protéines, PRC1 (protein required for 

cytokinesis 1 ; Fascetto chez la drosophile) permet la formation de réseau de 

microtubules antiparallèles (Subramanian et al., 2010). De manière intéressante, 
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Figure P : Les différents évènements de la cytodiérèse. (a) La cytodiérèse débute par un 
signal entre le fuseau mitotique et le cortex de la cellule afin de déterminer une zone 
équatoriale riche en RhoA active où va se former le fuseau central. (b) La forme RhoA active 
permet l’assemblage de l’anneau contractile, composé d’un réseau de filaments d’actine, de 
myosine, de septines et d’anilline. (c) Lorsque l’anneau se contracte, la zone centrale du fuseau 
mature pour donner naissance au midbody. (d) Au cours de l’abscission, les filaments 
d’ESCRT-III permettent la scission de la membrane de part et d’autre du midbody pour générer 
les deux cellules filles. (Adapté de Green et al., 2012).  
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PRC1 est inhibée jusqu’au début de l’anaphase par CDK1, qui par 

phosphorylation va empêcher la dimérisation de PRC1 (Zhu et al., 2006). 

D’autres composants essentiels sont MKLP1 (Pavarotti chez la drosophile) et 

CYK-4 qui forment le complexe tétramérique centralspindlin. Centralspindlin 

voyage le long des microtubules pour atteindre leur extrémité positive et 

s’accumuler au sein du fuseau central (Hutterer et al., 2009). Là encore, CDK1 

intervient pour réguler négativement l’affinité de MKLP1 pour les microtubules, 

en phosphorylant le domaine moteur de MKLP1 (Mishima et al., 2004). D’autres 

phosphorylations de MKLP1 durant l’anaphase, cette fois par Aurora B, sont 

nécessaires à l’achèvement de la cytodiérèse mais non nécessaire à 

l’assemblage du fuseau central (Guse et al., 2005). Aurora B est un composant 

du CPC (Chromosomal Passenger Complex) qui comprend également INCENP, 

Survivin et Borealin et est essentiel à l’assemblage du fuseau central. Le 

recrutement du CPC au fuseau central est, entre autres, permis par la 

suppression d’une phosphorylation médiée par CDK1 sur INCENP (Hummer et 

Mayer, 2009). Au niveau du fuseau central, le CPC joue un rôle important dans 

la phospho-régulation d’autres composants tels que PRC1 et MKLP1 (Ban et al., 

2004 ; Guse et al., 2005), dans la cohésion des microtubules (Glotzer, 2009) mais 

il contribue aussi directement à l’assemblage de l’anneau contractile tout comme 

le complexe centralspindlin (Lewellyn et al., 2011). 

2.3 Formation du sillon de division 

Selon les organismes et les types cellulaires, deux mécanismes redondants vont 

plus ou moins contribuer au choix du site d’ingression de la membrane. L’un des 

mécanismes est basé sur la capacité des microtubules astraux à entrer en 

contact dynamique avec le cortex, inhibant ainsi l’ingression de celui-ci. Ainsi, 

une faible densité de microtubules dynamiques au cortex central de la cellule 

permettrait l’ingression de la membrane (Dechant et Glotzer, 2003). Le second 

mécanisme est basé sur l’accumulation au niveau du fuseau central de facteurs 

favorisant la contraction, notamment MKLP1 du complexe centralspindlin. La 
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majorité des microtubules astraux sont instables et MKLP1 n’a pas le temps 

d’atteindre le cortex de la cellule avant la dépolymérisation du microtubule auquel 

elle est attachée (Odell et Foe, 2008). Ainsi, centralspindlin est séquestré loin du 

cortex. Au contraire, au niveau du fuseau central, centralspindlin est accumulé 

grâce à la stabilisation des microtubules en anaphase (Figure Q). Centralspindlin 

participe alors à l’accumulation et l’activation de petites GTPases RhoA au niveau 

du cortex équatorial (Bement et al., 2005 ; Yuce et al., 2005 ; Nishimura et 

Yomenura, 2006). Ainsi, la contribution relative de ces deux mécanismes 

dépendrait notamment de la taille de la cellule. Il semblerait que dans les larges 

cellules, tel que l’embryon, le positionnement du sillon de division repose 

majoritairement sur la signalisation via les microtubules astraux. Dans les cellules 

de petites tailles, c’est majoritairement le positionnement du fuseau central qui 

serait responsable de l’emplacement du sillon de division (Balasubramarian et 

al., 2012). 
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Figure Q : Assemblage du fuseau central et détermination du sillon de division. (a) En début 
d’anaphase, PRC1, Centralspindlin et le CPC (Chromosomal Passenger Complex) sont recrutés 
dans la zone centrale du fuseau mitotique, où ils favorisent le regroupement et le chevauchement 
des microtubules de polarité opposée qui proviennent des deux pôles du fuseau. (b) En milieu 
d’anaphase, KIF4 est recrutée dans la zone de chevauchement par PRC1. KIF4 arrête la 
croissance des microtubules en se positionnant sur leur extrémité positive, limitant ainsi 
l’épaisseur de la zone de chevauchement. Ect2 se lie à centralspindlin et est positionné sur la 
membrane équatoriale. (c) Ect2 contribue à la conversion de RhoA-GDP en RhoA-GTP pour 
promouvoir l’assemblage de l’anneau contractile. (Adapté de de Green et al., 2012). 
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2.4 Structure et dynamique de l’anneau contractile 

2.4.1 Assemblage 

La voie de signalisation impliquant RhoA est à l’origine de l’assemblage de 

l’anneau contractile par deux effecteurs majeurs : Diaphanous et ROCK. 

L’activation de Diaphanous (protéine de type formin) permet la nucléation des 

filaments d’Actine (Watanabe et al., 2008). La kinase ROCK phosphoryle Myosin 

II (MyoII) permettant ainsi son activation et phosphoryle également MYPT, une 

phosphatase responsable de l’inactivation de MyoII (Matsumura, 2005). MyoII 

est accumulée sous forme de points corticaux, indépendamment de l’Actine. De 

la même manière, la nucléation de l’actine est indépendante de MyoII. Enfin, 

MyoII appliquerait des forces sur les filaments d’actine pour assembler l’anneau. 

2.4.2 Structure 

L’anneau contractile est formé d’une fine couche de filaments protéiques formant 

un réseau sous la membrane plasmique au niveau du plan équatorial de la cellule 

(Schroeder, 1990). Outre MyoII et Actine, l’anneau contractile est également 

composé de Septins et d’Anillin (Figure P). Les septins forment des filaments 

associés à la membrane qui lient et sont recrutés par Anillin, qui est capable de 

se lier également à MyoII et Actine. L’anillin n’est pas impliquée dans 

l’assemblage de l’anneau contractile mais est un élément central de sa cohésion 

(D’Avino, 2009 ; Piekny et Maddox, 2010). Enfin, l’anneau contractile comprend 

également des protéines régulant la nucléation, la polymérisation et le 

désassemblage de l’Actine (Eggert et al., 2006 ; Wu et Pollard, 2005). 

2.4.3 Dynamique 

Les mécanismes et les forces impliqués dans la fermeture de l’anneau sont 

encore peu connus. De manière intéressante, dans l’embryon de C. elegans, la 

vitesse de fermeture de l’anneau est proportionnelle à la taille initiale de celui-ci 

et donc à la taille de la cellule (Carvalho et al., 2009). Du fait de la présence de 
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filaments d’actine et de myosin antiparallèles (Figure R), de nombreuses théories 

envisageaient un mécanisme similaire à la contraction des sarcomères dans les 

muscles. Toutefois, l’organisation au sein de l’anneau contractile n’est pas aussi 

précise et ne permet pas la mise en place de ce mécanisme. En effet, les 

filaments d’actine notamment sont polarisés de manière aléatoire au sein de 

l’anneau contractile (Kamasaki et al., 2007). De plus, au moment de la fermeture 

de l’anneau, les filaments d’actine et de myosine se désassemblent en même 

temps qu’ils de contractent (Schroeder, 1968). Des expériences de recouvrement 

de fluorescence ont montré que l’anneau contractile est un réseau dense et très 

dynamique d’actine. En effet, la vitesse moyenne de renouvellement de l’actine 

est de moins de trente secondes dans les cellules épithéliales de rein de porc, 

LLC-PK1 (Murthy et Wadsworth, 2005). 

Un récent modèle, proposé chez la levure, associe la dépolymérisation de l’actine 

et la présence de protéines de liaison aux extrémités des filaments pour expliquer 

la constriction de l’anneau. Dans ce modèle, une protéine de liaison entre deux 

filaments d’actine serait capable de se lier de nouveau à l’extrémité du filament 

d’actine au fur et à mesure que celui-ci est raccourci. (Mendes Pinto et al., 2012). 

Les mécanismes sous-jacents à la fermeture de l’anneau contractile et les forces 

impliquées sont toujours au cœur d’un débat ouvert entre plusieurs modèles 

(Mendes Pinto et al., 2013 ; Cheffings et al., 2016 pour revue). 
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Figure R : Organisation simplifiée de l’anneau contractile. Les filaments d’actine et de 
myosine s’associent de manière antiparallèle au cortex de la membrane équatoriale. 
L’attachement de l’actine au cortex via les formines est hypothétique. En « marchant » le long 
d’un filament d’actine associé, la myosine applique des tensions sur la membrane plasmique. 
(Adapté de Pollard, 2010).  
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2.5 Contrôle de la cytodiérèse et régulation de l’abscission 

La constriction progressive de l’anneau contractile entraine la compaction des 

microtubules du fuseau central et aboutit à la formation du pont intercellulaire, le 

midbody. Le midbody est une plateforme importante de recrutement et 

d’organisation de plusieurs protéines impliquées dans le contrôle et la régulation 

de la dernière étape de la cytodiérèse, l’abscission. Cette étape permet la 

séparation physique des cellules sœurs. 

2.5.1 Structure du midbody 

Initialement décrit par Flemming en 1891, le midbody n’est décrit précisément 

que plus tard grâce à la microscopie électronique. En 1977, l’une des premières 

observations ultra-structurales du midbody montrent son organisation sous forme 

d’un cylindre de matériel dense aux électrons entourant un paquet de 

microtubules organisés parallèlement (Mullins et Biesele, 1977). Plus 

récemment, par cryo-tomographie électronique, Elad et al., ont mis en évidence 

deux populations de microtubules au sein du midbody : les microtubules dont 

l’extrémité se trouve dans le midbody et les microtubules traversant le midbody 

(Elad et al., 2011). Les nombreuses descriptions du midbody en microscopie 

électronique ou en microscopie à fluorescence ont mené à l’émergence de 

nombreux termes pour décrire les différentes régions du pont intercellulaire 

(Figure S). Le terme midbody est utilisé pour décrire toute la structure dense aux 

électrons comprenant la partie centrale du midbody, le corps de Flemming 

(Flemming body), ainsi que les deux régions de part et d’autre, les bras du 

midbody (midbody arms). En microscopie à fluorescence de cellules dont les 

microtubules sont marqués, le corps de Flemming apparait comme une région 

noire non marquée. Cette absence de marquage ne reflète pas une absence de 

microtubules dans cette région mais la densité en protéines au niveau du corps 

de Flemming empêche l’accès des anticorps. Le corps de Flemming peut lui-

même être décomposé en deux parties, le cœur du midbody et l’anneau du 
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midbody. Le cœur du midbody (midbody core) incluent les microtubules et les 

protéines associées au fuseau central, piégés au moment de la fermeture de 

l’anneau (Hu et al., 2012). L’anneau du midbody (midbody ring) résulte pour sa 

part de l’anneau contractile (Kechad et al., 2012). 

Au niveau moléculaire, les protéines de l’anneau contractile, anillin et septins, ne 

sont pas essentielles à son ancrage à la membrane plasmique lors de sa 

fermeture. En revanche, elles deviennent essentielles pour maintenir la 

connexion entre de l’anneau du midbody et la membrane (Kechad et al., 2012). 

Une fois l’anneau complètement fermé, le diamètre du midbody est de l’ordre de 

1 à 2 µm. A ce stade, il est aussi dépourvu d’Actine, les filaments d’acto-myosine 

étant dépolymérisés au fur et à mesure de la fermeture de l’anneau (Dambournet 

et al., 2011 ; Guizetti et al., 2011). 

2.5.2 Abscission 

Les cellules sœurs peuvent ainsi rester liées par le pont intercellulaire pendant 

plusieurs heures. Au cours de sa maturation, le pont intercellulaire va diminuer 

de taille, jusqu’à atteindre la moitié de sa taille initiale (Guizetti et al., 2011 ; Schiel 

et al., 2012). Environ 20 minutes avant l’abscission, le midbody va subir des 

modifications morphologiques (Figure T). En effet, de part et d’autre du midbody, 

on observe une zone de constriction qui contient des filaments associés à la 

membrane. Ces filaments de 17nm de diamètre, observés par la tomographie 

électronique de cellules ayant subies une congélation haute pression, forment 

une large hélice de chaque côté du pont intercellulaire (Guizetti et al., 2011). Les 

microtubules présents au sein du midbody sont compressés et sont rapidement 

dépolymérisés tandis que l’anneau se rétrécit. Lorsque que la constriction est 

complète de chaque côté du midbody, la séparation des cytoplasmes des deux 

cellules sœurs est effective. Dans les cellules humaines isolées, les débris du 

midbody (midbody remnant) se retrouvent alors libérés dans le milieu 

extracellulaire. 
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Figure S : Les différentes régions du midbody. Le corps de Flemming (Flemming body) 
constitue la partie centrale du midbody et peut, elle-même, être séparée en deux parties : 
l’anneau (ring) et le cœur (core) du midbody. Enfin de part et d’autre se trouvent les bras (arms) 
du midbody. (Adapté de D’Avino et Capalbo, 2016). 

 

Figure T : Maturation du pont intercellulaire. (A-C) Images de microscopie électronique à 
différents stades de maturation du pont intercellulaire. (D) La fermeture complète de l’anneau est 
suivie du désassemblage de l’actin-F corticale. La fusion de vésicules coïncident avec 
l’amincissement progressif du pont de part et d’autre du midbody. L’abscission a lieu par 
l’assemblage et la constriction de filaments de 17nm à proximité du midbody. (Adapté de Mierzwa 
et Gerlich, 2014). 
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2.5.3 Recrutement des médiateurs de l’abscission 

L’un des principaux effecteurs de l’abscission est ESCRT-III (Endosomal Sorting 

Complex Required for Transport III) qui est prédit pour être le composant 

majoritaire des filaments de 17nm formant une hélice de part et d’autre du 

midbody (Figure T). ESCRT-III est notamment connu pour favoriser la 

constriction et la fission des membranes plasmiques dans de nombreux 

processus tels que le bourgeonnement de vésicules ou de virus (McCullough et 

al., 2013). La déplétion de ESCRT-III inhibe la formation des filaments de 17nm 

et la constriction des membranes (Guizetti et al., 2011), ce qui laisse penser que 

si ce n’est pas ESCRT-III qui polymérise pour former les filaments, il régule 

directement leur assemblage. Le recrutement de ESCRT-III au site d’abscission 

nécessite l’intervention de différents facteurs. La protéine des centrosomes CEP-

55 est recrutée au midbody en fin de cytodiérèse grâce à sa liaison avec la 

protéine du complexe centralspindlin, MKLP1 (Lee et al., 2008 ; Morita et al., 

2007). CEP-55 est régulé négativement par Plk1 (Polo like kinase 1), une 

protéine du fuseau central associée aux kinétochores (Bastos et Barr, 2010). 

CEP-55 recrute à son tour TSG101, composant du complexe ESCRT-I et ALIX, 

une protéine associée aux ESCRTs (Figure T et U) (Carlton et Martin-Serrano, 

2007 ; Morita et al., 2007 ; Lee et al., 2008). Enfin, TSG101 et ALIX recrutent 

ESCRT-III. CEP-55 et TSG101 s’accumule au niveau du corps de Flemming, 

tandis que la protéine du complexe ESCRT-III, CHMP4 (Snf7 / Shrub chez la 

drosophile), est recrutée dans deux zones de part et d’autre du midbody, au 

niveau des sites d’abscission (Elia et al., 2011). 

Une autre voie de recrutement de ESCRT-III, impliquant plusieurs sous-unité du 

complexe PI(3)K-III (class III phosphatidylinositol-3-OH kinase), a été mise en 

évidence. Le produit catalytique de ce complexe, ptdIns(3)P 

(phosphatidylinositol-3-phosphate) est enrichi au niveau du midbody lors de la 

cytodiérèse. Il y recrute la protéine des centrosomes FYVE-CENT et son 
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partenaire TIC19. Ce sont eux qui recrutent la sous-unité du complexe ESCRT-

III, CHMP4B (Sagona et al., 2010). 

Enfin, ESCRT-III recrute également Spastin, une enzyme impliquée dans la 

dépolymérisation des microtubules (Yang et al., 2008 ; Reid et al., 2005) 

2.5.4 Régulation de l’abscission 

L’abscission est une étape irréversible pour les cellules et il est important qu’elle 

soit régulée, notamment pour prévenir d’éventuels défauts de ségrégation 

chromosomique. Pour cela, un point de contrôle, très conservé au cours de 

l’évolution, est nécessaire et c’est l’un des rôles joué par le CPC (Chromosomal 

Passenger Complex) (Figure U). Comme décrit précédemment, le CPC est 

composé de Aurora B, INCENP (Inner Centromeric Protein), Survivin et Borealin 

(Carmena et al., 2012). Ces trois dernières protéines régulent notamment la 

localisation et l’activité kinase de Aurora B (Ruchaud et al., 2007). En présence 

de pont chromosomique entre les cellules sœurs, Aurora B phosphoryle MKLP1, 

maintenant ainsi l’intégrité du midbody (Steigemann et al., 2009). De plus, Aurora 

B régule directement l’abscission par son interaction avec le composant du 

complexe ESCRT-III, Snf7/Shrub/Vps32, chez l’homme et la drosophile. Dans 

les cellules humaines, Borealin interagit directement avec les trois protéines 

CHMP4 (A, B et C) pour les maintenir au contact du CPC. Ceci favorise la 

phosphorylation de CHMP4C par Aurora B (Capalbo et al., 2012 ; Carlton et al., 

2012). L’inhibition de Aurora B au moment de l’abscission facilite la fission du 

pont intercellulaire. L’activité de Aurora B doit donc décroître pour permettre à 

l’abscission d’avoir lieu (Steigemann et al., 2009). Dans les cellules germinales 

de drosophiles, la fermeture de l’anneau contractile est incomplète et les cellules 

restent connectées entre elles, formant un syncytium de seize cellules contenues 

dans la chambre ovarienne. Dans ce contexte, la perte de fonction de AurB ou 

Svv entraine la réduction du nombre de cellules par chambre ovarienne (Mathieu 

et al., 2013). Cette étude montre que Aurora B intervient dans la phosphorylation 

et l’inhibition de la Cycline B qui est localisée au niveau pont intercellulaire, où 
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elle favorise l’abscission. Cdk1 et Aurora B ont un effet opposé sur Cycline B, 

régulant ainsi le temps d’abscission dans les cellules humaines (Mathieu et al., 

2013). 

Enfin, une étude récente a testé la dynamique des composants du complexe 

ESCRT-III au niveau du midbody par des expériences de recouvrement de 

fluorescence. Ils ont ainsi mis en évidence que ESCRT-III formait un complexe 

extrêmement dynamique, renouvelé environ toutes les 20 secondes (Mierzwa et 

al., 2017). Ces mêmes auteurs montrent que le renouvellement rapide de 

ESCRT-III dépend de VPS4 (Vacuolar Protein Sorting 4). VPS4 est une ATPase 

initialement décrite comme étant requise au désassemblage des polymères 

d’ESCRT-III (Babst et al., 1998) et étant recrutée dans les derniers stades de 

l’abscission (Elia et al., 2011). Mierzwa et al. utilisent une protéine VPS4 

fluorescente à un niveau endogène et montrent que VPS4 est en réalité recrutée 

dès les premières étapes de l’abscission, et simultanément à ESCRT-III. En 

absence de VPS4, ESCRT-III est stabilisé au niveau du midbody. VPS4 est donc 

nécessaire au renouvellement rapide de ESCRT-III au niveau du midbody 

(Mierzwa et al., 2017). Enfin, en analysant l’ultrastructure du pont intercellulaire 

en absence de VPS4, ces auteurs ont montré l’importance de VPS4 dans la 

formation des filaments de 17nm et surtout dans la constriction des membranes, 

nécessaire à la coupure physique. 

De nombreuses questions restent à ce jour non résolues concernant l’abscission. 

Le fait que le midbody persiste de 80 minutes à plusieurs heures selon le type 

cellulaire pose la question des évènements qui ont lieu durant cette longue 

période. Une équipe a montré que les tensions exercées au niveau du midbody 

pouvait retarder l’abscission d’environ trente minutes dans les cellules HeLa 

(Lafaurie-Janvore et al., 2013) mais les évènements qui précèdent l’abscission 

sont encore inconnus. Enfin, une étude récente met en évidence que l’abscission 

pourrait être liée à l’entrée en mitose des cellules sœurs connectées par le pont 
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intercellulaire. En effet, les auteurs observent que l’abscission a lieu à un stade 

avancé en G1 dans les cellules HeLa et BALB/c3T3 (Gershony et al., 2014). 
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Figure U : La régulation de l’abscission par le CPC. Lorsque de la chromatine est piégée au 
sein du midbody (panneau de droite), CHMP4C (vert) se lie à Borealin (bleu foncé) et est 
phosphorylée par Aurora B (bleu clair), qui induit sa relocalisation au niveau du corps de 
Flemming et retarde l’abscission tant que la chromatine est présente. Lorsque les chromatides 
sœurs sont correctement séparées (gauche), CHAMP4C n’est plus inhibée et les filaments 
d’ESCRT-III (rouge) peuvent procéder à l’abscission. (Adapté de Agromayor et Martin-Serrano, 
2013). 
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3- La machinerie ESCRT 

La machinerie des ESCRT repose sur plusieurs complexes dont la découverte 

est intimement liée à la caractérisation des corps multi-vésiculaires (MVB) (Piper 

et Katzmann, 2007). Identifiés à l’origine chez les levures, les ESCRTs sont 

définies comme des protéines de tri dépendant de l’ubiquitine. Chez les levures, 

la fonction de ces protéines concerne le tri vacuolaire d’où le nom de nombre 

d’entre elles, Vps pour Vacuolar protein sorting. Parmi toutes ces protéines, 

celles appartenant à la classe E sont présentes au niveau de compartiments 

endosomaux (Raymond et al., 1992). Ces protéines vont ensuite être classées 

en différents complexes, les complexes ESCRT-0, -I, -II, -III et Vps4. Ces 

complexes sont tous nécessaires à la formation des corps vésiculaires et sont 

recrutés de manière séquentielle du cytoplasme vers les endosomes tardifs. 

3.1 Les différents complexes ESCRT 

Dans ce paragraphe, la description des complexes et de leur formation est basée 

sur la formation des corps multivésiculaires. Ces vésicules sont générées par 

l’invagination de la membrane des endosomes tardifs formant un 

bourgeonnement vers la lumière des organelles (Figure V). Les corps 

multivésiculaires libèrent par la suite leur contenu dans la lumière des lysosomes 

par fusion avec la membrane lysosomale. Les protéines qu’ils contenaient sont 

alors dégradées par des enzymes hydrolytique (Futter et al., 1996). 

3.1.1 ESCRT-0 

Le complexe ESCRT-0 (Figure W) est composé de deux sous-unités, HRS 

(Hepatcyte growth factor-regulated tyrosine kynase substrate) et STAM1/2 

(signal transducing adaptor molecule1/2). Chez la levure, ces deux sous-unités 

sont Vps27 et Hse1. Hrs et STAM1/2 interagissent via leur domaine hélicoïdal 

GAT dans un ratio d’un pour un (Prag et al.,2007). HRS présente un domaine à 

doigt de zinc FYVE (Fab-1, YGL023, Vps27, EEA1) permettant de lier PtdIns3P 
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(Phosphatidylinositol-3-phosphate). Cette caractéristique permet le recrutement 

de ESCRT-0 à la membrane et explique sa spécificité pour les endosomes 

(Raiborg et al., 2001). HRS et STAM1/2 sont capables de lier l’ubiquitine, ce qui 

favorise leur affinité pour les endosomes enrichis en protéines « cargo ». Ces 

deux types d’interaction permettent d’initier le recrutement des ESCRTs au 

niveau des endosomes. 

 3.1.2 ESCRT-I 

Contrairement au complexe ESCRT-0, le complexe ESCRT-I n’interagit que très 

faiblement avec les membranes via des interactions électrostatiques. En réalité, 

le recrutement de ESCRT-I aux membranes est dépendant de son interaction 

avec ESCRT-0 à la fois chez la levure et chez les métazoaires (Bache et al., 

2003 ; Katzmann et al., 2003 ; Lu et al., 2003). ESCRT-I (Figure W) est un 

complexe composé de Tsg101 (tumor susceptibility gene 101 ; Vps23 chez la 

levure), Vps28, Vps37, Mvb12 et UBAP1. L’interaction entre les complexes -0 et 

-I est la résultante de l’interaction entre le domaine UEV (Ubiquitin E2 variant) de 

Vps23/Tsg101 et le domaine PTAP-like de Vps27/Hrs (Katzmann et al., 2003 ; 

Kostelansky et al., 2006). Le complexe ESCRT-I forme un oligomère étiré 

d’environ 20nm de long qui interagit avec ESCRT-0 et ESCRT-II par ses 

extrémités opposées. 

 3.1.3 ESCRT-II 

Le complexe ESCRT-II est un complexe hétéro-tétramérique en forme de Y 

(Figure W) composé de EAP30, EAP45 et EAP20, respectivement Vps 22, Vps36 

et Vps25 chez la levure. EAP30/Vps22 et EAP45/Vps36 forment la base du Y et 

sont chacun lié à une copie de EAP20/Vps22 qui forme les bras du Y (Hierro et 

al., 2004 ; Teo et al., 2004). Le complexe ESCRT-II interagit avec ESCRT-I grâce 

à l’interaction entre le domaine GLUE (GRAM-ubiquitin-binding in EAP45) de 

EAP45/Vps36 et la partie C-terminale de Vps28 (Gill et al., 2007 ; Teo et al., 

2006). Chez l’homme, l’interaction entre ESCRT-I et ESCRT-II est encore mal 
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caractérisée car le domaine GLUE est légèrement différent de celui de la levure, 

qui contient des séquences NZF (Npl4-type zinc finger). ESCRT-II est aussi 

capable, comme ESCRT-0, de se lier, avec une grande affinité, au PtdIns3P par 

son domaine GLUE (Slagsvold et al., 2005), ce qui lui confère une localisation 

spécifique aux endosomes. Enfin le lien entre ESCRT-II et ESCRT-III est bien 

défini : EAP20/Vps25 se lie à c du complexe ESCRT-III. 

3.1.4 ESCRT-III 

Contrairement aux précédents complexes ESCRT, ESCRT-III ne forme pas un 

complexe cytoplasmique stable. ESCRT-III est composé de quatre sous-unités 

(Figure W) : CHMP6, CHMP4, CHMP3 et CHMP2 (CHMP pour Charged 

multivesicular body protein) qui sont respectivement chez la levure Vps20, Snf7, 

Vps24 et Vps2. Les monomères de ESCRT-III ne localisent pas aux endosomes 

mais existent dans le cytoplasme sous une forme auto-inhibée dont le 

mécanisme n’est pas encore bien décrit. L’activation de ESCRT-III se produit 

quand la sous-unité EAP20/Vps25 de ESCRT-II interagit avec EAP20/Vps25, ce 

qui induit la formation et le recrutement du complexe ESCRT-III aux endosomes 

(Teo et al., 2004). Par la suite, EAP20/Vps25 recrute CHMP4/Snf7 qui sera 

coiffée par le recrutement de CHMP3/Vps24. CHMP4/Snf7 recrute également 

des adaptateurs du complexe ESCRT-III, Alix/Bro1 (apoptosis-linked gene-2 

interacting protein X / BCK1-like resistance to osmotic shock protein 1) qui permet 

de stabiliser les filaments de CHMP4/Snf7 et de recruter l’enzyme de dé-

ubiquitination Doa4 (degradation of alpha 4) (Luhtala et Odorizzi, 2004 ; Odorizzi 

et al., 2003). Chez l’homme, Alix qui est une protéine associée au complexe 

ESCRT-I interagit avec l’extrémité C-terminale de CHMP4 (McCullough et al., 

2008). Une fois au niveau des endosomes, CHMP3/Vps24 recrute CHMP2/Vps2, 

terminant ainsi l’assemblage du complexe ESCRT-III. 
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 3.1.5 Vps4 

Une fois assemblé, le complexe ESCRT-III a besoin d’énergie pour se dissocier 

de la membrane. Cette énergie est apportée par Vps4 (SKD1 chez l’homme), 

une AAA (ATPase associated with various cellular activities) ATPase de classe 

1 (Babst et al., 1998). Les monomères de Vps4 se multimérisent en dodecamères 

stables composés de deux anneaux hexamèriques (Figure W). Ils forment un 

super-complexe avec LIP5/Vta1 qui permet l’activité ATPase de Vps4 (Babst et 

al., 1997, Scott et al., 2005 ; Yu et al., 2008). CHMP5/Vps60 est une unité 

« accessoire » du complexe ESCRT-III qui permet de faire la liaison entre 

ESCRT-III et le complexe Vps4. En effet, LIP5/Vta1 interagit directement avec 

CHMP5/Vps60 via deux domaines MIT (microtubule-interacting and trafficking) 

qui lie les domaines MIMs (MIT interacting motifs) des sous-unités du complexe 

ESCRT-III. LIP5/Vta1 joue donc le rôle d’adaptateur entre Vps4 et ESCRT-III 

(Azmi et al., 2008 ; Shiflett et al., 2004). 
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Figure V : Bourgeonnement des vésicules intraluminales. ESCRT-0 initie la courbure de la 
membrane en engageant des protéines Cargo ubiquitinées. Les complexes ESCRT-I et ESCRT-
II se lient entre eux et aux protéines Cargo pour former une zone enrichie en ESCRT-Cargo. 
ESCRT-II permet la nucléation et l’assemblage du complexe ESCRT-III qui procède à la coupure 
du bourgeon de membrane et est désassemblé par le complexe Vps4. (Adapté de Henne et al., 
2011). 

 

Figure W : Composition et structure des différents complexes ESCRT. (Adapté de Henne et 
al., 2011). 
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 3.2 D’autres rôles des ESCRTs 

 3.2.1 Bourgeonnement de virus 

Dans les années 90, Göttlinger et al. découvraient que la principale protéine 

structurale du virus HIV-1, Gag, présentait une petite séquence peptidique 

nécessaire au relargage du virus (Göttlinger et al., 1991). La délétion de cette 

séquence entraine l’accumulation de virions à la surface membranaire des 

cellules, ce qui montre le rôle important de cette séquence dans la dernière étape 

de remodelage des membranes, nécessaire à la libération du virus. La séquence 

peptidique, retrouvée par la suite dans d’autre virus, est appelée L-domain (late 

budding domain). La petite taille et l’enrichissement en Proline de ce motif 

peptidique laissait penser à son implication dans le recrutement de protéines 

cellulaires. Plus tard, l’interaction de ces séquences peptidiques avec des 

composants des ESCRTs sera mise en évidence. Ainsi, ls virus HIV-1 et Ebola 

recrute Tsg101 du complexe ESCRT-I (Martin-Serrano et al., 2003a), le virus 

EIAV (equine infectious anemia virus) recrute ALIX (Martin-Serrano et al., 2003b) 

et le virus RSV (Rous sarcoma virus) recrute des E3 ubiquitine ligase (Martin-

Serrano et al., 2005 ; Kikonyogo et al., 2001). Certains virus comme Ebola 

présente plusieurs séquences peptidiques, leur permettant ainsi de lier différents 

composants des ESCRTs. Ebola est par exemple capable de recruter Tsg101 

mais aussi certaines E3 ubiquitine ligases. L’implication des ESCRTs dans le 

relargage des virus répond au modèle suivant : dans un premier temps, le 

bourgeonnement viral se forme à la membrane de la cellule hôte grâce à 

l’assemblage de protéines virales et ne nécessite pas l’intervention des ESCRTs. 

Ensuite, un ou plusieurs domaines peptidiques des protéines virales comme Gag 

recrutent un ou plusieurs composant d’ESCRTs. Ainsi, le recrutement de Tsg101, 

ALIX ou des ubiquitines ligases permet d’initier la voie qui mène au recrutement 

de ESCRT-III au col reliant le virus à la cellule hôte. Une fois recruté, ESCRT-III 

promeut la constriction du col et ainsi la libération du virus. Enfin, Vps4 intervient 

pour désassembler et libérer les complexes ESCRT-III. 
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 3.2.2 Réparation membranaire 

Certains évènements, tels que le stress mécanique ou la présence d’agents 

biologiques comme les toxines, peuvent être à l’origine de dommage sur la 

membrane plasmique des cellules. Lorsque la membrane des cellules 

eucaryotes subit un dommage créant un trou dans la bicouche lipidique, les 

mécanismes mis en place par la cellule permettent la cicatrisation en quelques 

secondes. Depuis très longtemps, il a été mis en évidence que le mécanisme de 

réparation membranaire dépendait strictement de l’entrée soudaine de Ca2+ 

extracellulaire (Heilbrunn, 1956 ; Chambers et Chambers, 1961). Cette entrée de 

Ca2+ entraine un processus d’exocytose nécessaire à la réparation (Miyake et 

McNeil, 1995 ; Bi et al., 1995). Plus récemment, Jimenez et al. ont mis en 

évidence un rôle des ESCRTs dans la réparation des membranes. En effet, après 

avoir provoqué un dommage à la membrane, ils observent le recrutement des 

protéines du complexes ESCRT-III, CHMP4B mais également CHMP3, CHMP2A 

et CHMP2B. Seul CHMP6 n’est pas recruté. Concernant les autres complexes 

ESCRT, HRS (ESCRT-0) n’est pas détecté et Tsg-101 (ESCRT-I) quant à lui est 

observé au niveau du dommage à la membrane. De manière intéressante, ALIX 

qui est capable de recruter directement ESCRT-III en contournant ESCRT-O, -I 

et -II, est recrutée et co-localise avec CHMP4B. Le recrutement des ESCRTs est 

indépendant du transport vésiculaire car il était toujours effectif en absence de 

microtubules, ce qui suggère un recrutement des ESCRTs directement à l’endroit 

où le trou est formé dans la membrane plasmique. Les auteurs ont montré que 

le recrutement précoce de ESCRT-III est favorisé par l’entrée de Ca2+ 

extracellulaire. En effet, en absence de Ca2+ le recrutement des ESCRTs est 

fortement inhibé et la cellule entre en nécrose. De même, une mutation du 

domaine de liaison au Ca2+ de la protéine ALIX compromet son recrutement à la 

membrane endommagée. Enfin, Vps4 est également recrutée rapidement au site 

de dommage à la membrane et dès que la cicatrisation est complète, ESCRT-III 

est dissocié de la zone de dommage. ESCRT-III joue donc un rôle central dans 
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la réparation des membranes dans le but de préserver l’homéostasie et la survie 

cellulaires (Jimenez et al., 2014). 

 3.2.3 Cytodiérèse et abscission 

Lors de la cytodiérèse, les ESCRTs sont recrutées au niveau du midbody. Ce 

recrutement nécessite CEP55 qui interagit avec Tsg-101 et ALIX (Carlton et 

Martin-Serrano, 2007 ; Morita et al., 2007). Tout comme pour le mécanisme de 

réparation membranaire, l’ensemble des complexes ESCRT n’est pas impliqué. 

En effet, ESCRT-III est directement recruté par Tsg101 et ALIX (voir 2.5.3). De 

manière surprenante, les homologues de CHMP4 et Vps4 ont été identifiés 

comme étant impliqués dans la division cellulaire chez les Archées pourtant 

dépourvues de système endosomal (Samson et al., 2008 ; Lindas et al., 2008). 

Ceci suggère un rôle ancestral des ESCRT dans l’abscission. Dans les cellules 

HeLa, l’abscission nécessite la maturation du midbody et son affinement, passant 

d’un diamètre de 1.5 à 2μm à un diamètre d’environ 100nm. Cette constriction a 

lieu de part et d’autre du midbody environ 10 à 20 minutes avant l’abscission et 

constitue le site d’abscission (Guizetti et al., 2011 ; Elia et al., 2011). Ces mêmes 

études ont montré que les protéines ESCRTs étaient recrutées au midbody juste 

avant l’abscission. Plusieurs modèles sont proposés pour expliquer les raisons 

de la constriction des membranes de part et d’autre du midbody (Figure X) 

(Guizetti et Gerlich, 2012). Le premier modèle propose que la polymérisation des 

ESCRT-III serait, elle-même, le moteur de la constriction membranaire. Le 

second modèle propose que les ESCRT ne seraient impliquées que dans la 

stabilisation d’une déformation de membrane. Enfin, un modèle propose que le 

remodelage des filaments de ESCRT-III par Vps4 entrainerait la constriction des 

membranes. Ce dernier modèle semble être confirmé par une étude récente 

montrant le rôle primordial de Vps4 dans la constriction des membranes (Mierzwa 

et al., 2017), menant à la coupure physique entre les cellules sœurs (voir 2.5.4). 
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Figure X : Trois modèles expliquant la constriction des membranes par les filaments de 
ESCRT-III. (a) Au cours de la nucléation des filaments de ESCRT-III, ceux-ci se courbent vers 
l’intérieur et réduisent ainsi progressivement le diamètre du pont intercellulaire. (b) Les filaments 
d’ESCRT-III se forment dans le pont, leur désassemblage par Vps4 entraine la constriction des 
membranes. (c) La formation de domaines lipidiques dans le pont favorise la déformation de la 
membrane, qui est reconnue et stabilisée par les filaments d’ESCRT-III. (d) Une fois que le pont 
a atteint un diamètre de 50nm, Vps2 et Vps24 viennent stabiliser la structure et rapprocher les 
membranes pour permettre la fission membranaire. (Adapté de Guizetti et Gerlich, 2012). 
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4- La cytodiérèse des cellules épithéliales 

La cytodiérèse des cellules épithéliales est différente de celle des cellules isolées 

de par les caractéristiques inhérentes au tissu. En effet, plusieurs facteurs entrent 

en jeu tels que les contacts étroits avec les cellules voisines, la polarité apico-

basale ou encore la fonction de barrière du tissu qui doivent être transmis et/ou 

maintenus pour préserver l’intégrité de l’épithélium.  

4.1 Orientation de la division 

Pour permettre la croissance de l’épithélium et le maintien de son organisation, 

l’orientation de la division des cellules est hautement régulée. En ce qui concerne 

les épithélia monocouche, la division est parallèle au plan de l’épithélium, c’est-

à-dire que le fuseau central, quant à lui, s’assemble perpendiculairement au plan 

du tissu. Dans la suite de ce chapitre, nous nous intéresserons particulièrement 

aux divisions dans le plan de l’épithélium au cours desquelles l’anneau coupe 

l’ensemble des jonctions, adhérentes et serrées ou septées. La bonne orientation 

du fuseau mitotique dépend des forces mécaniques générées par le 

cytosquelette et des signaux corticaux. 

4.1.1 Le cytosquelette 

Dans les épithélia colonnaires et pseudostratifié, au moment de la mitose, la 

cellule s’arrondie tout en étant restreinte au domaine le plus apical de 

l’épithélium. Pour cela, le noyau, qui en interphase est localisé dans la partie 

basale de la cellule, acquiert une position apicale. Ce déplacement du noyau est 

guidé par des contractions corticales dépendantes du réseau d’actomyosine 

(Norden et al., 2009 ; Leung e al., 2011 ; Meyer et al., 2011). Toutefois, le 

mécanisme à l’origine des contractions orientées d’actomyosine du pôle basal 

vers le pôle apical est peu connu. L’une des hypothèses est basée sur la 

localisation polarisée de Myosin II le long de l’axe apico-basal. Dans une situation 

sauvage, Myosin II est enrichie au pôle apical des cellules. Une situation mutante, 
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dans laquelle la localisation de Myosin II est affectée, donne lieu à une mauvaise 

localisation du noyau au moment de la division, entrainant ainsi une complète 

désorganisation du tissu épithélial (Rujano et al., 2013). 

4.1.2 Les signaux corticaux 

Le fuseau mitotique est ancré au cortex, de part et d’autre de la cellule, par 

l’intermédiaire des microtubules astraux (Théry et Bornens, 2006). L’orientation 

du fuseau dans le plan de l’épithélium nécessite des forces de tractions 

appliquées aux centrosomes via des moteurs protéiques, dynein-dynactin, qui se 

déplace vers l’extrémité moins des microtubules astraux (Kotak et al., 2012). Les 

complexes dynein-dynactin sont restreints à certains endroits du cortex cellulaire 

par des signaux moléculaires. Cette restriction permet de définir l’orientation de 

la division. LGN (Pins chez la drosophile) est un des facteurs impliqués dans 

cette fonction. Il est localisé au cortex latéral en liant Gαi, elle-même liée à la 

membrane. LGN recrute NuMa (Mud chez la drosophile) qui lie directement le 

complexe dynein-dynactin (Wang et Zheng, 2011 ; Peyre et al., 2011).  

Dans les disques imaginaux d’ailes de drosophile, l’ancrage du fuseau mitotique 

au cortex a lieu au niveau des jonctions septées, juste sous les jonctions 

adhérentes. L’un des composants de jonctions septées joue un rôle central dans 

l’orientation du fuseau mitotique. Il s’agit de Dlg qui interagit directement avec 

LGN. Une mauvaise localisation de Dlg dans une situation mutante entraine une 

désorganisation du tissu épithélial générée par des orientations aléatoires du 

fuseau mitotique des cellules se divisant (Nakajima et al., 2013). 

Ainsi les signaux corticaux régissent l’orientation apico-basale du fuseau 

mitotique et de la division. 

4.2 Fermeture de l’anneau et positionnement apical du midbody 

Lors de la cytodiérèse des cellules épithéliales, l’anneau contractile se forme 

perpendiculairement au plan des jonctions intercellulaires. Le midbody, formé à 

l’issue de la contraction de l’anneau, se retrouve toujours au pôle apical des 
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cellules. Chez la drosophile, des études, menées sur le notum, l’embryon ou 

l’épithélium folliculaire, mettent en avant deux phases lors de la fermeture de 

l’anneau : la première asymétrique et la seconde symétrique. Lors de la première 

phase, l’anneau se ferme du pôle basal vers le pôle apical, pouvant expliquer la 

localisation finale du midbody juste sous les jonctions adhérentes (Figure Y). Lors 

de cette phase, la composition protéique de l’anneau est elle aussi asymétrique 

et deux domaines distincts sont décrits, au-dessus et en-dessous du niveau des 

jonctions adhérentes. La partie basale de l’anneau est enrichie en Myosin II, 

Anillin et Septins (Founounou et al., 2013 ; Guillot et Lecuit, 2013, Herszterg et 

al., 2013 ; Morais-de-Sá et Sunkel, 2013). Toutefois, cette localisation 

asymétrique des composants de l’anneau ne semble pas être responsable de la 

constriction asymétrique. En effet, la réduction ou l’absence de Myosin II, Anillin 

ou Septins affecte la vitesse de fermeture de l’anneau mais n’affecte pas sa 

fermeture asymétrique (Guillot et Lecuit, 2013 ; Founounou et al., 2013). De plus, 

la constriction des filaments d’actomyosine est homogène sur toute la surface de 

l’anneau (Morais-de-Sá et Sunkel, 2013). Deux autres observations abondent 

dans le sens que la fermeture de l’anneau n’a pas d’impact direct sur la position 

finale du midbody. Contrairement aux cellules du notum qui ne dépasse pas du 

plan de l’épithélium, lors de la division des cellules du disque imaginal d’aile de 

drosophile, la membrane apicale s’arrondit au-dessus du plan des jonctions 

adhérentes. La fermeture de l’anneau est symétrique et le midbody se positionne 

au pôle apical, juste sous les jonctions adhérentes (Herszterg et al., 2013). Enfin, 

dans l’épithélium folliculaire de drosophile, une étude montre que quelle que soit 

la position apico-basale de l’anneau à la fin de sa fermeture, le positionnement 

final du midbody est apical (Morais-de-Sá et Sunkel, 2013). Quel est donc le 

mécanisme responsable de la localisation apical du midbody ? 

La mutation de Rok (Rho kinase), régulant la phosphorylation de la Myosin, 

entraine la réduction de l’activité de Myosin. Ceci n’empêche pas la fermeture de 

l’anneau même si celle-ci est ralentie. Cette mutation affecte également le 

positionnement apico-basal de l’anneau en fin de fermeture. A la fin de la 
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constriction, l’anneau peut alors être localisé plus basalement que dans les cas 

sauvages. Toutefois, le positionnement final du midbody en apical n’est, quant à 

lui, pas affecté. En revanche, la mutation de β-catenin (Arm chez la drosophile), 

qui lie E-Cadherine à α-catenin et donc au cytosquelette d’actine, entraine une 

répartition aléatoire de l’anneau en fin de constriction mais également du 

midbody le long de l’axe apico-basal (Morais-de-Sá et Sunkel, 2013). Les auteurs 

de cette étude utilisent également une protéine de fusion entre E-Cadherine et 

α-catenin qui leur permet de sauver le phénotype observé dans le mutant arm et 

restaurer ainsi la localisation apicale du midbody. L’ensemble de leur étude 

permet de mettre en évidence le rôle des jonctions adhérentes dans la 

localisation apicale du midbody. 
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Figure Y : La fermeture de l’anneau contractile est polarisée dans les cellules épithéliales. 
Images de microscopie confocale en temps réel de cellules du thorax dorsal de drosophile 
exprimant des protéines associées à l’anneau contractile, Septin2::GFP (vert, panneaux du haut) 
et MyosinII::RFP (rouge, panneaux du bas), simultanément à des marqueurs de membrane 
plasmique (PH::RFP, rouge) ou de jonctions adhérentes (E-Cad::GFP, vert), respectivement. Les 
coupes orthogonales (orthog.) montrent la fermeture asymétrique de l’anneau contractile, du pôle 
basal vers le pôle apical de la cellule. Une fois fermé, l’anneau donne naissance au midbody, 
localisé juste sous le niveau des jonctions adhérentes (t=7min30, panneaux du bas). (Adapté de 
Founounou et al., 2013).  
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 4.3 Les contacts adhésifs 

4.3.1 Remodelage des jonctions adhérentes 

Le maintien des contacts adhésifs au cours de la division est très important pour 

l’intégrité du tissu épithélial. Au moment de la fermeture de l’anneau, les jonctions 

adhérentes sont soumises à deux types de forces : l’une causée par la 

contraction de l’anneau et l’autre générée par les cellules voisines pour maintenir 

leur forme (Founounou et al., 2013 ; Guillot et Lecuit, 2013, Herszterg et al., 

2013). Afin de former les nouveaux contacts adhésifs entre les cellules sœurs, 

un remodelage des jonctions adhérentes entre la cellule en division et ses 

voisines est nécessaire. Deux modèles sont proposés quant à l’organisation des 

membranes de ces cellules au moment de la cytodiérèse (Figure Z). Dans le 

premier modèle, décrit dans l’ectoderme de l’embryon de drosophile, les forces 

opposées, exercées à l’interface entre la cellule en division et sa voisine, 

entrainent le désengagement de E-Cadherin et la formation d’un espace entre la 

cellule en division et ses voisines (Guillot et Lecuit, 2013). Pour le second 

modèle, décrit sur le notum de drosophile au stade pupal, aucun espace n’est 

créé et la cellule en division reste connectée à ses voisines. Dans ce modèle, la 

dissociation entre la membrane plasmique et le cortex permet de soulager les 

tensions entre les cellules (Founounou et al., 2013 ; Herszterg et al., 2013). Les 

observations générées chez les vertébrés abondent dans le sens du second 

modèle. En effet, les études, menées sur l’intestin de souris ou plus récemment 

sur l’embryon de Xénope, montrent que les jonctions adhérentes et les jonctions 

serrées restent continues et connectées au niveau de l’ingression de membrane 

générée par la fermeture de l’anneau contractile (Jingunji et Ishikawa, 1992 ; 

Higashi et al., 2016). Chez la drosophile, un modèle, basé sur l’analyse des 

phénotypes induits par des mutations de anillin ou septins, suggère que le 

désengagement des jonctions adhérentes, entre la cellule en division et ses 

voisines, nécessite les forces générées par la fermeture de l’anneau contractile 

(Founounou et al., 2013 ; Guillot et Lecuit, 2013). 
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Figure Z : Deux modèles d’organisation des membranes au cours de la division des 
cellules épithéliales. Dans les deux modèles, la septine est nécessaire pour induire la diminution 
du niveau de E-Cadherine dans la zone d’ingression. Dans le premier modèle, proposé dans 
l’ectoderme de l’embryon de drosophile, l’application de forces opposées sur les jonctions 
adhérentes entraine le désengagement des molécules de E-Cadhérine et la formation d’un 
espace entre les cellules en division et leurs voisines. Le second modèle, proposé dans le thorax 
dorsal de drosophile et l’intestin de souris, les cellules en division restent connectées à leurs 
voisines et aucun espace ne se forme. (Adapté de Herszterg et al., 2014). 

 

 

Figure AA : La juxtaposition des membranes permet la formation de la longue interface. 
Lors de la fermeture de l’anneau (gauche), les forces de traction, exercées par l’anneau 
contractile sur les cellules voisines, entrainent l’activation de la kinase Rho (Rok) et l’accumulation 
de Myosine II (MyoII) dans les cellules voisines. Au fur et à mesure que l’anneau de ferme et que 
le midbody se forme (droite), les tensions exercées par l’accumulation de MyoII dans les voisines 
induisent la juxtaposition des membranes, laissant les membranes des deux cellules filles en 
contact étroit. Toutefois, au moment de la juxtaposition, les membranes de cellules voisines sont 
toujours insérées entre les membranes des cellules filles. (Adapté de Herszterg et al., 2014) 
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4.3.2 Mise en place des nouvelles jonctions 

Contrairement aux cellules isolées, dans la grande majorité des cas la division 

des cellules épithéliales aboutit à la formation d’une longue interface entre les 

cellules sœurs. Au niveau des jonctions adhérentes, la formation de cette longue 

interface est notamment favorisée par la juxtaposition des membranes. Celle-ci 

est permise par le recrutement de Myosin II par les cellules voisines à chaque 

extrémité de cette longue interface (Figure AA). Ce recrutement localisé de 

Myosin II permet le rapprochement des membranes. Simultanément, le retrait de 

la membrane des cellules voisines permet la formation de nouveaux contacts 

adhésifs entre les cellules sœurs (Founounou et al., 2013 ; Herszterg et al., 

2013). Très récemment, Pinheiro et al. ont mis en évidence que les forces de 

tractions, générées par la fermeture de l’anneau, entrainaient l’élongation locale 

des jonctions, provoquant ainsi la dilution des molécules de E-Cadhérine au site 

d’ingression des membranes. Cette diminution de la concentration de E-

Cadherine, couplée à la contractilité des cellules voisines, favorise l’organisation 

de l’actomyosine menant ainsi à l’accumulation de MyoII à chaque extrémité de 

la longue interface en formation (Pinheiro et al., 2017). La présence des cellules 

voisines, tirées au moment de la fermeture de l’anneau, permet le maintien de 

l’intégrité du tissu mais présente un obstacle à la formation des nouvelles 

jonctions entre les cellules sœurs. 

4.3.3 Le rôle du midbody 

Le midbody joue un rôle important dans le retrait des cellules voisines et la 

formation des nouvelles jonctions entre les cellules sœurs. En effet, la formation 

du midbody est accompagnée par une vague de polymérisation d’actine à 

proximité du midbody (Figure AB) et de la nouvelle interface entre les cellules 

sœurs (Herszterg et al., 2013 ; Morais-de-Sá et Sunkel, 2013). Cette 

accumulation d’actine est concomitante au retrait progressif de la membrane des 

cellules voisines et précède la formation des nouvelles jonctions adhérentes. La 
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diminution de la polymérisation de l’actine, via la mutation de composants du 

complexe Arp2/3 ou Rac, entraine la réduction de l’interface apicale entre les 

cellules sœurs et dans certains cas, cette interface est inexistante. 

L’accumulation d’actine est donc nécessaire au retrait des cellules voisines pour 

permettre la formation de la nouvelle interface entre les cellules sœurs (Herszterg 

et al., 2013). Enfin, les auteurs ont montré que la polymérisation de l’actine est 

dépendante du midbody. Lorsque la position du midbody et la polymérisation de 

l’actine qui l’accompagne sont déplacées vers le pôle basal, c’est l’ensemble de 

la surface apicale qui est déplacé basalement. C’est donc la position du midbody 

qui définit la position de la nouvelle interface apicale entre les cellules sœurs. Le 

positionnement apical du midbody étant intimement lié au positionnement des 

jonctions adhérentes (voir plus haut), ces deux mécanismes se régulent 

mutuellement pour maintenir l’organisation apico-basale du tissu.  



70 
 
 

 

Figure AB : Le midbody joue un rôle dans le retrait des cellules voisines. Représentation 
schématique d’une cellule en division au moment de la formation du midbody. Le panneau du 
haut représente une coupe de la cellule présentée, dans le plan de l’épithélium. La polymérisation 
de l’actine (orange) autour du midbody (rouge), dépendante de Rac et Arp2/3, permet à la cellule 
en division de repousser les membranes de cellules voisines, intercalées au moment de la 
juxtaposition des membranes. Ce phénomène permet la formation et l’expansion des nouvelles 
jonctions adhérentes à l’interface entre les cellules sœurs. (Adapté de Herszterg et al., 2014). 
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4.4 La barrière de perméabilité 

Si la transmission des jonctions adhérentes au cours de la division des cellules 

épithéliales a été décrite récemment, peu de choses sont encore connues 

concernant la transmission de la barrière de perméabilité. Chez les vertébrés, les 

premières données, obtenues sur tissu fixé, mettent en évidence le maintien des 

jonctions serrées entre la cellule en division et ses voisines (Jinguji et Ishikawa, 

1992 ; Baker et Garrod, 1993). Plus récemment, Higashi et al. ont démontré par 

imagerie en temps réel, qu’une sonde colorée (la fluorescéine) était incapable de 

passer du pôle apical au pôle basal des cellules, y compris pendant la division 

cellulaire. Ces observations, réalisées dans l’embryon de Xénope, montrent que 

lors de la division, les jonctions serrées sont légèrement tirées vers le pôle basal 

mais la fluorescéine reste malgré tout toujours localisée au-dessus des jonctions 

serrées. Si les jonctions serrées sont affectées, alors la fluorescéine est en 

mesure de se propager vers le pôle basal des cellules. Cette étude est la 

première mise en évidence du maintien de la barrière de la perméabilité au cours 

de la division des cellules épithéliales (Higashi et al., 2016). Afin d’expliquer le 

maintien de la perméabilité membranaire, les auteurs s’intéressent à 

l’organisation des jonctions serrées au cours de la division. Ils observent alors 

que les jonctions serrées restent continues et connectées à l’anneau contractile 

tout au long de la division. 

 4.5 Les jonctions tri-cellulaires 

Au niveau des jonctions adhérentes comme au niveau des jonctions septées ou 

serrées, la dynamique des jonctions tri-cellulaires au cours de la division des 

cellules épithéliales n’est que peu étudiée. Récemment, il a été montré que la 

localisation des jonctions tri-cellulaires des cellules en interphase joueraient un 

rôle dans l’orientation de la division des cellules épithéliales chez la drosophile 

(Bosveld et al., 2016). Dans ce cas, les jonctions tri-cellulaires recrutent Mud, 

une protéine associée à la dynéine, orientant ainsi les forces de tractions sur les 
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microtubules astraux. Chez les vertébrés, ce processus pourrait être conservé 

car l’homologue de Mud, NuMa, est également concentré au niveau des jonctions 

tri-cellulaires (Gloerich et al., 2017). 

Au moment de la division des cellules épithéliales, deux nouvelles jonctions tri-

cellulaires sont formés entre les cellules sœurs et leurs voisines, de part et 

d’autre de la longue interface formée entre les cellules sœurs. La néoformation 

des jonctions tri-cellulaires au cours de la division a été décrite très récemment 

dans l’embryon de Xénope (Higashi et al., 2016). Les auteurs décrivent 

l’apparition de points de Tricellulin de part et d’autre du midbody et du côté basal 

du midbody. De plus, ils mettent en évidence une chronologie dans les 

évènements. Le recrutement d’Angulin précède celui de Tricellulin et les 

jonctions tri-cellulaires se forment d’abord d’un côté du midbody, puis de l’autre 

(Higashi et al., 2016). 

4.6 Transmission de la polarité 

De nombreuses études suggèrent que les cellules épithéliales maintiennent leur 

polarité apico-basale au cours de leur division (Figure AC). Ainsi il a été montré, 

dans des cellules MDCK (Madin-Dardy Canine kidney), dans l’embryon de 

Xenope ou chez la drosophile, que notamment E-Cadherin, ZO-1 ou encore 

Crumbs préservaient leur localisation apico-basale tout au long de la division 

(Baker et Garrod, 1993 ; Reinsch et Karsenti, 1994 ; Founounou et al., 2013 ; 

Higashi et al., 2016). La conservation ou non de la polarisation du complexe 

Par3/Par6/aPKC semble quant à elle dépendre du type cellulaire. Chez la 

drosophile, elle est maintenue dans l’ectoderme de l’embryon mais elle est 

partiellement perdue lors de la division des cellules épithéliales folliculaires de 

l’ovaire (Guillot et Lecuit, 2013 ; Morais-de-Sá et Sunkel, 2013). Enfin, la 

localisation des composants de jonctions septées ou de jonctions serrées au 

cours de la division est très peu décrite. 
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Figure AC : Distribution des marqueurs de polarité au cours de la division des cellules 
épithéliales. Au cours de leur division, les cellules épithéliales de drosophile (gauche) ou de 
vertébrés (droite) maintiennent la distribution apico-basale de leurs différents complexes 
jonctionnels, de leurs complexes de polarité et des phosphoinositides. Une différence majeure 
entre ces systèmes est la position finale du midbody par rapport aux jonctions adhérente, en 
basal ou en apical des jonctions adhérentes pour la drosophile ou les vertébrés, respectivement. 
(Adapté de Le Bras et Le Borgne, 2014).  
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II- Objectifs de la thèse et résultats 

1- Objectifs de la thèse 

Notre corps est composé de nombreux tissus épithéliaux qui tapissent les cavités 

de l’organisme et jouent un rôle essentiel de barrières physique et chimique. La 

barrière physique est essentiellement assurée par les jonctions adhérentes qui 

maintiennent la cohésion entre les tissus. La barrière chimique est quant à elle 

assurée par les jonctions serrées chez les vertébrés et les jonctions septées chez 

les invertébrés, et permet de réguler le passage libre de molécules entre les 

cellules juxtaposées. Tout au long du développement et de la vie adulte, les 

tissus épithéliaux sont amenés à grandir et se régénérer. Ceci implique un grand 

nombre de divisions cellulaires. La division cellulaire des cellules épithéliales est 

peu étudiée contrairement à la division des cellules en culture qui est très bien 

décrite. A partir de la description de la division des cellules isolées, la première 

étape de ma thèse a consisté à décrire et comprendre les mécanismes impliqués 

dans la division des cellules épithéliales. 

Pour maintenir l’intégrité du tissu épithélial, la nouvelle interface formée entre les 

cellules sœurs doit acquérir les caractéristiques d’une cellule épithéliale : les 

contacts adhésifs et la barrière de perméabilité doivent être mis en place. Au 

commencement de ma thèse, la mise en place des jonctions adhérentes était 

fraichement décrite par plusieurs équipes (Founounou et al., 2013 ; Guillot et 

Lecuit, 2013, Herszterg et al., 2013). Ces travaux mettaient également en avant 

la fermeture asymétrique de l’anneau contractile menant à la formation du 

midbody juste sous les jonctions adhérentes, au niveau des jonctions septées, 

chez la Drosophile. Pour faire suite à ces travaux, je me suis intéressée au cours 

de ma thèse à la formation des nouvelles jonctions septées à l’interface entre les 

cellules sœurs et au devenir du midbody au sein de ces jonctions. 
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La nouvelle interface formée entre les cellules sœurs peut également être le 

siège d’une signalisation cellulaire. C’est le cas des précurseurs des organes 

sensoriels (SOP) chez la Drosophile. En effet, à l’issue de leur division, la voie 

de signalisation Notch se met en place de manière unidirectionnelle. Pour 

comprendre comment cette signalisation se met en place dans ces cellules, j’ai 

cherché à mettre en évidence les différences existantes entre la division 

symétrique des cellules épidermales et la division asymétrique des SOPs. Les 

résultats concernant cette dernière partie ne seront pas présentés dans ce 

manuscrit. 

 

2- Outils 

Mes travaux se basent sur l’observation et la description de cellules épithéliales 

en division dans des tissus vivants. Ceci permet de suivre en temps réel la 

localisation et le devenir de protéines rapportrices, exprimées à des niveaux 

physiologiques et rendues fluorescentes, tout au long de la division. Au cours de 

mes travaux, j’ai observé deux types de tissus épithéliaux, le thorax dorsal et le 

disque imaginal d’ailes de Drosophile (Figure AD). Le thorax dorsal de drosophile 

(ou notum) est un neuro-épithélium cubique simple. Il est surmonté d’une cuticule 

rigide transparente qui laisse l’observation de l’épithélium relativement aisée. Au 

stade pupal, l’épithélium présente deux types de cellules : les cellules 

épidermales et les cellules précurseurs des organes sensoriels (SOP). Si les 

premières se divisent de manière symétrique et participent à la croissance du 

tissu, les secondes vont se diviser plusieurs fois de manière asymétrique pour 

générer l’organe sensoriel adulte composé de quatre cellules différenciées. Au 

stade pupal, l’animal est immobile, ce qui facilite son observation entre lame et 

lamelles tout en le maintenant vivant. Les disques imaginaux présents aux stades 

larvaires sont les prémices de certaines structures adultes telles que les pattes, 

les ailes, les yeux ou les antennes. Au moment de la métamorphose, ce sont les 
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seules structures conservées, le reste étant lysé. Ces structures se développent 

alors rapidement pour former l’animal adulte. Le disque imaginal d’aile (WID) est 

un épithélium colomnaire simple qui va donner naissance aux deux faces de l’aile 

ainsi qu’à une partie du thorax dorsal. Leur observation nécessite la dissection 

des larves mais le tissu peut être conservé vivant, si nécessaire, le temps de 

l’observation en le plaçant dans un milieu de culture. Sa transparence permet la 

visualisation facile de l’épithélium. 

Ces échantillons épais sont placés face à l’objectif de microscopes confocaux 

permettant l’acquisition d’images de manière non invasive. Le génotype des 

animaux est modifié de sorte que les protéines d’intérêt soient fluorescentes et 

donc détectables grâce aux différentes longueurs d’ondes émises par les lasers 

des microscopes confocaux. Une fois l’acquisition terminée, les images sont 

analysées grâce au logiciel ImageJ. Ces deux types d’échantillons font 

également l’objet d’observations en microscopie électronique (Figure AD) 

  

3- Résultats 

Certains résultats présentés dans la suite de ce manuscrit ont été obtenus en 

collaboration avec Irina Kolotuev (Microscopie électronique), Marion Daudé 

(Réalisation du FRAP sur ATPα::YFP, analyses et quantifications des données 

de FRAP, mutant bark L200) et Roland Le Borgne (Immuno-marquage des tissus 

fixés). 
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Figure AD : Le thorax dorsal et le disque imaginal d’aile de drosophile. (A-C) Au stade pupal, 
le thorax dorsal de drosophile est accessible en soulevant la case pupale (A). Cet épithélium 
cubique simple (A’), exprimant des protéines fluorescentes à un niveau physiologique, peut ainsi 
être observé en microscopie confocale (B, vue parallèle et B’, vue orthogonale au plan de 
l’épithélium) pendant de longues heures, sans porter atteinte à la vie de l’échantillon. Ce tissu 
peut aussi être disséqué et fixé pour des observations en microscopie électronique (C). (D-F) Au 
stade larvaire L3, les disques imaginaux d’ailes de drosophile peuvent être extraits (D). Ils sont 
formés, entre autres, d’un épithélium colomnaire (D’) Ils peuvent être conservés vivants pour des 
observations en microscopie confocale (E, vue parallèle et E’, vue orthogonale au plan de 
l’épithélium) ou fixés pour des observations en microscopie électronique (F). Barre d’échelle : 
3µm en B,B’ et E,E’, 2µm en C et F. 
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3.1 PARTIE I : L’abscission est retardée dans les cellules épithéliales 

malgré le recrutement de ESCRT-III. 

La division cellulaire est un mécanisme très étudié et particulièrement bien décrit 

dans les cellules isolées. Nous nous intéressons précisément à la dernière étape 

de la division, la cytodiérèse. La cytodiérèse consiste en la fermeture de l’anneau 

contractile, aboutissant in fine à la séparation physique des cellules sœurs, 

l’abscission. Dans les cellules épithéliales, la cytodiérèse est très peu 

investiguée, c’est pourquoi la première étape de notre étude consiste à décrire la 

chronologie des évènements à partir de la transition métaphase / anaphase et de 

l’initiation de la constriction de l’anneau. 

 3.1.1 La maturation du midbody lors de la cytodiérèse des cellules 

épithéliales. 

Dans les cellules isolées, lors de la fermeture de l’anneau contractile, celui-ci est 

composé de Myosine, Actine, Aniline et Septines. Une fois fermé l’anneau 

contractile mature pour donner naissance au pont intercellulaire, le midbody, qui 

est dépourvu d’Actine. Nous avons observé ces différentes protéines, associées 

à un marqueur fluorescent, au cours de la division des cellules épithéliales. Les 

résultats sont présentés sous forme de kymographes. Ce procédé permet de 

visualiser l’évolution du marquage au cours du temps. Les kymographes sont 

focalisés sur le midbody. Pour réaliser les kymographes, la position du midbody, 

tout au long de l’acquisition, est artificiellement fixée grâce au logiciel imageJ. 

L’observation du thorax dorsal de Drosophile exprimant la Myosine II couplée au 

marqueur fluorescent RFP (Red Fluorecent Protein), MyoII::RFP, a permis de 

constater que MyoII::RFP reste localisée au niveau du midbody pendant 

plusieurs heures (Figure 1A, n = 66). Ainsi, MyoII::RFP constitue un bon 

marqueur du midbody. De la même manière, nous avons observé que les 

Septines restent également associées au midbody. En effet, Sep2::GFP (Septine 

2 ; Green Fluorescent Protein) et Pnut::mCherry (Septine 7 chez l’homme) sont 



79 
 
 

localisées au niveau du midbody pendant au moins deux heures après la 

transition anaphase (Figure 1A, n=45 et n=18, respectivement). Enfin, la 

visualisation de l’Actine est permise par l’utilisation de la construction lifeAct-RFP. 

Ceci nous permet de constater la disparition de l’Actine au niveau du midbody 26 

minutes (+/- 4min) après la transition anaphase (Figure 1A, n=27). 

Afin de déterminer la dynamique des protéines associées au midbody, nous 

avons réalisé des expériences de recouvrement de fluorescence, appelée, dans 

la suite du manuscrit, expériences de FRAP (Fluorescence Recovery After 

Photobleaching). Dix minutes après la transition anaphase, la fluorescence de 

MyoII::RFP ou de Pnut::mCherry est photo-blanchie (Figure 1B,B’). Pour 

permettre la visualisation du midbody, ces expériences de FRAP sont réalisées 

sur un tissu exprimant également Sep2::GFP. Les résultats mettent en évidence 

une absence de recouvrement de fluorescence après le photoblanchiment de 

MyoII::RFP ou Pnut::mCherry (Figure 1B-D, n=8 et n=6, respectivement). Il n’y a 

donc pas d’échange dynamique de ces protéines au niveau du midbody. Ainsi, à 

l’inverse de l’Actine qui disparait du midbody, la Myosine II et les Septines sont 

associées de manière stable au midbody. 

La maturation du midbody est nécessaire à l’étape finale de la cytodiérèse, 

l’abscission. Il est connu que cette étape est hautement régulée afin d’éviter tout 

défaut de ségrégation chromosomique. L’abscission nécessite la 

dépolymérisation des microtubules piégés par la fermeture de l’anneau. Elle est 

également contrôlée par le CPC qui inhibe l’abscission si du matériel génétique 

est présent au niveau du midbody. Enfin, le recrutement des protéines ESCRT 

permet la séparation physique définitive entre les cellules sœurs. Dans les 

cellules épithéliales, nous avons observé le comportement d’une protéine 

associée aux microtubules, Jupiter, ainsi que de deux composants du CPC, 

Survivin (Svv) et Aurora B (AurB), et un composant du complexe ESCRT-III, 

Shrub (Shrb/CHMP4/Snf7). Jupiter::GFP a permis de mettre en évidence la 

dépolymérisation des microtubules à 42 minutes (+/- 6min) après la transition 
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anaphase (Figure 1A, n=20). Dans un même intervalle de temps, nous avons 

observé la disparition du midbody des composants du CPC, Svv::GFP et 

AurB::GFP (Figure 1A, 40minutes +/-5min, n=7 et 45 minutes +/- 7min, n=15, 

respectivement). A ce stade de la division, il n’y a donc plus d’obstacles connus 

à la mise en place de l’abscission. Enfin, pour visualiser les ESCRT-III, nous 

surexprimons la protéine Shrb::GFP aléatoirement dans quelques cellules du 

tissu par le biais de l’outils Ay-GAL4 (Figure S1A). Nous obtenons ainsi un tissu 

mosaïque exprimant également MyoII::RFP permettant le suivi du midbody. Le 

recrutement de la protéine du complexe ESCRT-III, Shrb::GFP, au niveau du 

midbody, est observé 22 minutes (+/- 8min) après la transition anaphase (Figure 

1A, n=14). 

Ces observations sur la maturation progressive du midbody sont appuyées par 

des observations de microscopie électronique, réalisée au sein du laboratoire par 

Irina Kolotuev. Irina décrit les changements morphologiques du pont 

intercellulaire par deux techniques de microscopie électronique, la microscopie 

électronique à transmission (TEM) et la SBF-SEM (Serial Block Face Scanning 

Electron Microscopy). Cette dernière technique permet la réalisation de coupes 

sériées et leur observation afin de permettre à terme une reconstruction en 3 

dimensions du tissu ou de la structure d’intérêt. Le midbody est ainsi caractérisé 

par la présence de microtubules antiparallèles (Figure 1E, F). A un stade 

intermédiaire de sa maturation, le pont intercellulaire commence à s’affiner et la 

majorité des microtubules a disparu (Figure 1 F’) pour finalement aboutir à un 

pont intercellulaire complètement dépourvu de microtubules et connectant 

toujours les deux cellules sœurs (Figure 1F’’). Les différentes étapes de 

maturation du pont intercellulaire sont confirmées, par les mêmes techniques, 

dans le disque d’aile (Figure S1B-B’’). Enfin, Irina décrit également des ponts 

intercellulaires à l’intérieur de compartiments intracellulaires (Figure 1G), 

probablement le résultat d’une internalisation du pont intercellulaire par l’une des 

cellules. Les coupes sériées permettent de mettre en évidence que le pont 
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intercellulaire est ouvert sur le cytosol d’un côté (Figure 1G, flèche jaune), tandis 

que l’autre côté fait face à une membrane (Figure 1G, flèche rouge). Cette 

dernière observation est la première preuve que l’abscission est effective dans 

les cellules épithéliales.  

Tenant compte des observations réalisées en temps réel par microscopie 

photonique et des observations de microscopie électronique, nous pouvons 

émettre l’hypothèse que l’abscission a bien lieu dans les cellules épithéliales. 

Dans les cellules du thorax dorsal de Drosophile, notre prédiction est la survenue 

de l’abscission environ 45 minutes après la transition anaphase. A ce stade en 

effet, les régulateurs de l’abscission ont disparu et les ESCRT-III sont d’ores et 

déjà recrutées. 

 3.1.2 Le recrutement de ESCRT-III n’est pas corrélé à l’abscission dans 

les cellules épithéliales. 

Afin de tester notre hypothèse selon laquelle l’abscission a lieu environ 45 

minutes après la transition anaphase, nous mettons en place des expériences de 

photo-conversion de protéines solubles. La KAEDE est une protéine de corail, 

naturellement photo-convertible, formant un homo-tétramère de 116 kDa. La 

KAEDE émet une fluorescence verte. Une excitation à 405nm entraine la photo-

conversion irréversible de la KAEDE qui émet alors une fluorescence rouge 

(Figure 2A). Grâce aux outils génétiques disponibles chez la drosophile, nous 

exprimons la KAEDE dans les cellules du thorax dorsal. Ces cellules expriment 

simultanément ATPα::YFP, un composant des jonctions septées permettant de 

visualiser les contours cellulaires (Figure 2B). Le principe de l’expérience est de 

photo-convertir la KAEDE dans une des cellules sœurs (cellule 1) à différents 

temps après la transition anaphase, le but étant de déterminer le temps de 

l’abscission. Avant abscission, la KAEDE photo-convertie sera capable de 

diffuser dans la cellule sœur (cellule 2) via le midbody. A l’inverse, après 

abscission, la KAEDE n’est plus en mesure de diffuser dans la cellule sœur, les 
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cytoplasmes étant définitivement séparés (Figure 2A). De manière surprenante, 

cette expérience a montré que 3 heures (Figure 2B), voire même 5 heures 

(données non présentées) après la transition anaphase, la KAEDE est toujours 

en mesure de diffuser dans la cellule sœur, et uniquement dans la cellule sœur. 

Des résultats similaires sont obtenus avec la protéines photo-activable Tubuline-

PA (données non présentées). Dans les cellules épithéliales, malgré le 

recrutement de ESCRT-III et la disparition des régulateurs de l’abscission au 

niveau du midbody, l’abscission n’a pas lieu immédiatement. 

 3.1.3 L’abscission prend place avant la division. 

Les cellules épithéliales que nous observons ont la particularité de se diviser à 

un temps déterminé (entre 16 et 18 heures après la formation de la pupe) et de 

ne pas entrer de nouveau en division dans l’intervalle de temps où nous pouvons 

les observer. En me basant sur l’étude récente selon laquelle l’abscission serait 

un évènement de la phase G1 (Gershony et al., 2014), j’ai décidé de réaliser ces 

mêmes expériences de photo-conversion, cette fois, avant la division. Dans le 

même fond génétique, j’ai ainsi photo-converti la KAEDE aléatoirement dans 

plusieurs cellules environ 15 heures après la formation de la pupe. A ce stade, 

j’ai pu observer deux cas de figures : le premier cas est la diffusion de la KAEDE 

à une cellule voisine, fort probablement la cellule sœur (données non 

présentées) ; le second cas est la restriction de la KAEDE à la cellule photo-

convertie (Figure 2C, n=5). Les cellules photo-converties sont ensuite imagées 

jusqu’à la transition anaphase (Figure 2 C, entre t=31min et t=36min). De manière 

très intéressante, cette expérience m’a permis de mettre en évidence que 

l’abscission prenait place, dans ces cellules, environ 70 minutes avant la 

transition anaphase (Figure 2D). 

 3.1.4 Un autre rôle des ESCRTs dans la division des cellules épithéliales. 

Le thorax dorsal de Drosophile présente un type cellulaire particulier, les SOPs. 

Nous savons que les cellules sœurs, issues de la division des SOPs, vont entrer 



83 
 
 

en division plus de 2 heures après la division des SOPs et de manière quasi 

simultanée. Lors de la division des SOPs, nous avons établi que Shrb::GFP est 

recrutée au niveau du midbody environ 60 minutes après la transition anaphase. 

Les résultats préliminaires, confirmés depuis par Marion Daudé, d’expériences 

de KAEDE réalisées dans ces cellules montrent que l’abscission est effective 

dans un même intervalle de temps, entre 60 et 70 minutes. Dans ce type 

cellulaire, le recrutement de ESCRT-III est donc immédiatement suivi de 

l’abscission. Pour comprendre cette différence entre les cellules épidermales et 

les SOPs, nous nous sommes intéressés de manière plus précise à la localisation 

de Shrb::GFP à proximité du midbody (Figure 3A-B’). Nous avons ainsi noté une 

différence entre les cellules épidermales et les SOPs. Sur une coupe orthogonale 

coupant le midbody, dans les cellules épidermales, Shrb::GFP est recrutée au-

dessus du midbody (Figure 3A’, flèche rouge). Dans les SOPs, Shrb::GFP est 

recrutée de part et d’autre et dans l’axe du midbody (Figure 3B’), comme 

précédemment décrit dans les cellules isolées. Le recrutement de Shrb::GFP au 

niveau du midbody dans les cellules épidermales pourrait ne pas être corrélé 

avec son implication dans l’abscission. 

Les tissus mosaïques exprimant Shrb::GFP et MyoII::RFP m’ont permis 

d’observer la division de cellules n’exprimant pas Shrb::GFP (Figure 3C, pointillés 

jaunes), mais entourées de cellules exprimant Shrb::GFP. De manière 

intéressante, j’ai observé le recrutement de Shrb::GFP au niveau du midbody, 

par les cellules voisines, environ 15 minutes après la transition anaphase (Figure 

3C, flèches rouges et Figure S2A). Dans les cellules épithéliales, les ESCRT-III 

sont donc recrutées au niveau du midbody, à la fois par la cellule en division et 

par les cellules voisines. Ces observations posent la question du rôle des 

ESCRTs au cours de la cytodiérèse des cellules épithéliales ? 

Pour investiguer le rôle de Shrb, nous avons généré des tissus mosaïques 

présentant des îlots de cellules mutantes shrbO3. Compte tenu de la littérature, 

notre hypothèse était que les cellules resteraient connectées entre elles car 
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incapables d’entreprendre l’abscission. Des expériences de photo-conversion de 

la KAEDE mènerait alors à l’observation de la diffusion de la KAEDE dans 

plusieurs cellules, restées connectées par plusieurs ponts intercellulaires, et non 

dans l’unique cellule sœur. A l’inverse, de manière inattendue, les expériences 

de KAEDE menées dans les îlots de cellules mutantes shrbO3 ont révélé que la 

KAEDE persistait dans une et une seule cellule, la cellule photo-convertie (Figure 

S2B, n=5). Il faut noter toutefois que nous n’observons aucune division dans les 

îlots de cellules mutantes pour shrbO3, seules quelques cellules mutantes, isolées 

dans le tissu, se divisent. De plus, nous avons observé la délamination et la mort 

de l’ensemble de ces cellules à long terme (données non présentées). 

L’imagerie en temps réel et les immunomarquages réalisés sur ces tissus ont mis 

en évidence une désorganisation des cellules épithéliales mutantes pour shrbO3. 

En effet, le suivi de ATP::YFP et les marquages de Fas3, Dlg et Gli ont montré 

une réduction du marquage de ces protéines des jonctions septées entre les 

cellules mutantes shrbO3 ainsi qu’entre les cellules mutantes et leurs voisines 

sauvages (Figure 3D, E et Figure S2C, D). Dans un premier temps, seules les 

jonctions septées sont affectées. Les jonctions adhérentes, marquées par E-

Cadhérines restent intactes. Toutefois, dans des îlots de cellules mutantes shrbO3 

de grande taille, les jonctions adhérentes sont également affectées et les cellules 

quittent le plan de l’épithélium (données non présentées). Enfin, des observations 

de microscopie électronique sur ces cellules mutantes shrbO3 ont mis en 

évidence un défaut de juxtaposition des membranes au niveau du midbody. On 

peut ainsi observer un trou dans le tissu au niveau du pont intercellulaire (Figure 

3F,F’), phénomène inexistant dans un tissu sauvage (Figure 3G, G’). 

En conclusion, la localisation de Shrb au-dessus du midbody, son recrutement 

par les cellules voisines ainsi que le fait que les jonctions septées soient affectées 

en son absence, peuvent amener à penser à un potentiel rôle des ESCRT-III 

dans le maintien de l’intégrité épithéliale au cours de la division cellulaire et 

notamment à un rôle dans l’assemblage ou le maintien des jonctions septées. 
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Figure S1 
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Légendes des figures 
Figure1 : Maturation du midbody lors de la cytodiérèse des cellules 
épithéliales. 

(A) Kymographes dans le plan du midbody et quantification du temps de 

résidence au midbody de MyoII::RFP (n=66), Septin2::GFP (n=45), 

Pnut::mCherry (n=18), lifeAct-RFP (n=27), Jupiter::GFP (n=20), AuroraB::GFP 

(n= 15), Survivin::GFP (n=7) et Shrub::GFP (n=14). 

(B,B’) Kymographes dans le plan du midbody de MyoII::RFP (magenta ou gris en 

B) ou Pnut::mCherry (magenta ou gris en B’) imagés simultanément à Sep2::GFP 

(vert). Le photoblanchiment de MyoII::RFP ou Pnut::mCherry (panneaux du bas) 

est réalisé 10 minutes après la transition anaphase (ligne pointillée jaune). 

(C,D) Graphes de quantification du recouvrement de fluorescence après 

photoblanchiment de MyoII::RFP (C, n=8) ou Pnut::mCherry (D, n=6). 

De A à D, le temps est en minutes. Le t=0 correspond à la transition métaphase 

/ anaphase. 

(E-F’’) Image de microscopie électronique à transmission d’une cellule en division 

en vue apico-basale et parallèle au midbody (le pôle apical est en haut, * marque 

la cuticule en E). (F) Fort grossissement du midbody contenant des microtubules 

antiparallèles, présenté en E. (F’,F’’) Forts grossissements d’un pont 

intercellulaire en maturation montrant la disparition progressive des microtubules 

et leur remplacement par de la membrane interne (F’) et d’un pont intercellulaire 

stable (F’’), respectivement. 

(G) Image de microscopie électronique à transmission de très fines coupes 

sériées, parallèles à un pont intercellulaire de cellules de disque imaginal d’aile 

de Drosophile prisonnier d’une organelle d’endocytose (magenta). L’abscission 

a eu lieu à une extrémité du pot intercellulaire (flèche rouge) alors que l’autre 

extrémité est toujours ouverte sur le cytoplasme (flèche jaune). La membrane 
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plasmique est surlignée en bleu. Les nombre font référence à la distance 

séparant les différentes sections en nm. 

Barre d’échelle : 2µm en E et 200nm en F-G. 

Figure 2 : Le recrutement de Shrb n’est pas corrélé à l’abscission dans les 
cellules épithéliales. 

(A) Représentation schématique du principe des expériences de photo-

conversion. L’excitation laser à 405m, ciblée dans la cellule 1, a pour de 

conséquence de photo-convertir la KAEDE d’une fluorescence verte à une 

fluorescence rouge. La KAEDE photo-convertie est capable de diffuser à travers 

le pont intercellulaire tant que l’abscission n’a pas lieu entre les cellules sœurs 1 

et 2. 

(B) Imagerie confocale en temps réel d’une cellule exprimant ATPα::YFP (vert) 

simultanément à la KAEDE (vert puis magenta). Les cellules 1 et 2, issues de la 

division, sont entourées par une ligne pointillée jaune. La photo-conversion de la 

KAEDE à 405nm (éclair jaune) est réalisée dans la cellule 1, trois heures après 

la transition anaphase. 

(C) Imagerie confocale en temps réel d’une cellule exprimant ATPα::YFP (vert) 

simultanément à la KAEDE (vert puis rouge). La photo-conversion de la KAEDE 

à 405 nm (éclair jaune) est réalisée aléatoirement dans une cellule. La cellule 

entre en division environ 30 minutes après la photo-conversion. Cette donnée 

montre que l’isolation cytoplasmique a lieu avant la division. 

(D) Représentation graphique des différents essais de photo-conversion de la 

KAEDE à différents temps, avant ou après la division. L’isolation cytoplasmique 

des cellules épithéliales du thorax dorsal de Drosophile se situe autour de 70 

minutes avant l’entrée en division. 

En B-C, le temps est en h:min. En D, le temps est en min. Barre d’échelle : 3µm. 
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Figure 3 : Un nouveau rôle de Shrb dans l’assemblage et/ou le maintien des 
jonctions septées. 

(A-B’) Image de microscopie confocale d’une cellule épidermale (A,A’) et d’une 

SOP (B-B’) exprimant simultanément Shrb::GFP (vert) et MyoI::RFP (magenta). 

(A,B) vues parallèles au plan de l’épithélium, (A’,B’) coupes orthogonales au plan 

de l’épithélium et coupant le midbody dans sa longueur (pointillés jaunes). Dans 

les cellules épidermales, Shrb::GFP s’enrichit en apical du midbody (A’, flèche 

rouge). 

(C) Imagerie confocale en temps réel d’une cellule en division (délimitée par la 

ligne pointillée jaune) exprimant MyoII::RFP (magenta) et entourée de cellules 

exprimant Shrb::GFP (vert). Le signal Shrb::GFP apparaissant à proximité du 

midbody à t=15min (flèches rouges) est exprimé par les cellules voisines à la 

cellule en division. 

(D) Tissus mosaïques présentant des îlots de cellules mutantes shrbO3 (lignes 

pointillées jaunes) et exprimant ATPα::YFP (vert, simultanément à nls-GFP) et 

MyoII::RFP (magenta) en vue parallèle (panneaux du haut) ou orthogonale 

(panneaux du bas) au plan de l’épithélium. 

(E) Tissus mosaïques présentant des îlots de cellules mutantes shrbO3 (lignes 

pointillées jaunes) marqués pour Gli (vert) et E-Cad (magenta) en vue parallèle 

(panneaux du haut) ou orthogonale (panneaux du bas) au plan de l’épithélium. 

 (F-G’) Sections de microscopie électronique à transmission de cellules (disque 

imaginal d’aile) en division déplétées de shrb (F,F’) comparé au contrôle (G,G’). 

En C, le temps est en h:min. Barre d’échelle : 3µm en A-E, 2 µm en F,G et 200nm 

en F’,G’. 
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Figure S1 (relative à la figure 1) : Maturation du midbody lors de la 

cytodiérèse des cellules épithéliales. 

(A) Imagerie confocale en temps réel d’une cellule en division exprimant 

Shrb::GFP (vert) et MyoII::RFP (magenta). Le film, focalisé dans le plan du 

midbody grâce au logiciel ImageJ, permet de générer un kymographe (présenté 

en Figure 1A) dans le plan du midbody (ligne pointillée blanche). 

(B-B’’) Sections de microscopie électronique à transmission, de cellules du 

disque imaginal d’aile, générées parallèlement au midbody où les microtubules 

sont toujours présents (B), commencent à disparaitre (B’) et jusqu’à la formation 

du pont intercellulaire stable (B’’). 

En B, le temps est en h:min. Barre d’échelle : 3µm en A et 200nm en B-B’’. 

Figure S2 (relative à la figure 3) : Shrb, recrutée par les cellules voisines, 

semble jouer un rôle dans le maintien des jonctions septées. 

(A) Kymographe, relatif la figure 3C, focalisé sur le midbody d’une cellule 

exprimant MyoII::RFP (magenta) entourée de voisines exprimant Shrb::GFP 

(vert). 

(B) Imagerie confocale en temps réel d’un îlot de cellule mutantes shrbO3 

exprimant nls-GFP (noyaux verts) et la KAEDE (vert puis magenta). La photo-

conversion de la KAEDE est réalisée aléatoirement dans une seule cellule de 

l’îlot (éclair jaune). 

(C-D) Tissus mosaïques présentant des îlots de cellules mutantes shrbO3 en vue 

parallèle (panneaux du haut) ou orthogonale (panneaux du bas) au plan de 

l’épithélium et marqués pour Dlg (vert en C) ou Fas3 (vert en D) et E-Cad (bleu). 

En B, le temps est en h:min. Barre d’échelle : 3µm. 
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3.2 PARTIE II : L’assemblage orienté des jonctions septées permet 

de conserver l’intégrité du tissu épithélial au cours de la cytodiérèse. 

Les tissus épithéliaux sont composés de cellules juxtaposées en contact très 

étroit les unes avec les autres. Au cours de la division des cellules épithéliales, 

un remodelage des jonctions est nécessaire afin de désengager les contacts 

avec les cellules voisines et créer de nouveaux contacts entre les cellules sœurs. 

Si le remodelage des jonctions adhérentes est décrit par plusieurs études 

(Founounou et al., 2013 ; Guillot et Lecuit, 2013, Herszterg et al., 2013), ce qu’il 

se passe au niveau des jonctions septées est inconnu à ce jour. Ces études ont 

également mis en évidence la fermeture asymétrique de l’anneau et la formation 

du midbody en apical, juste sous les jonctions adhérentes. 

 3.2.1 Les cellules voisines restent connectées au niveau du midbody. 

Dans un premier temps, pour décrire le comportement des jonctions septées au 

cours de la division des cellules épithéliales, j’ai observé un tissu exprimant 

conjointement ATPα::YFP et MyoII::RFP (Figure 4A et S3A-C). ATPα::YFP est 

un marqueur des jonctions septées tandis que MyoII::RFP permet la visualisation 

du midbody tout au long de la cytodiérèse (Figure 4A et S4B, flèches rouges). 

Cette première expérience m’a permis de mettre en évidence la forme d’haltère 

que prend la cellule en division au niveau des jonctions septées. A niveau de 

l’étranglement généré par la fermeture de l’anneau, j’ai noté la déformation en 

forme de doigt des cellules voisines qui restent au contact du midbody (Figure 

4A et S4B, pointillés jaunes). Pour mieux comprendre et visualiser ce contact 

entre les cellules voisines et le midbody de la cellule en division, j’ai généré des 

tissus mosaïques de cellules exprimant ou non ATPα::YFP (FigureB-B’’’) . Dans 

ce tissu, toutes les cellules expriment MyoII::RFP. Si nous observons la division 

d’une cellule dépourvue de ATPα::YFP (Figure 4B, pointillés jaunes) entourée de 

cellules exprimant ATPα::YFP, la présence de ATPα::YFP au niveau du midbody 

est uniquement le fait de la cellule voisine. Un grossissement de cette cellule en 



95 
 
 

division (Figure 4B, encadré rouge) permet de constater que la longue interface 

de jonctions adhérentes, marquées par MyoII::RFP, est rapidement formées 

entre les cellules sœurs (Figure 4B’). En revanche, quelques microns plus 

basalement, au niveau des jonctions septées, les cellules voisines restent 

connectées au midbody de la cellule en division pendant plus de 2h30 (Figure 

4B’’). La cytodiérèse des cellules épithéliales fait donc intervenir quatre cellules, 

les deux cellules issues de la division et les deux cellules voisines dont la 

membrane est tirée par la constriction de l’anneau contractile. Le fort 

grossissement obtenu par la microscopie électronique permet de confirmer le 

contact étroit entre les cellules voisines et le midbody de la cellule en division 

(Figure 4C-E). Le contact entre les quatre cellules est aussi visible sur les 

reconstructions 3D générées par Irina Kolotuev (Figure 4F-H’) et sur lesquelles 

la reformation des jonctions adhérentes en apical du midbody est également 

observable (Figure 4G). Des résultats similaires sont obtenus dans un autre tissu 

épithélial, le disque imaginal d’aile de Drosophile (Figure S3D-F). 

3.2.2 Les nouvelles jonctions septées se forment au-dessus du midbody. 

L’observation des cellules en division exprimant ATPα::YFP et MyoII::RFP m’a 

permis de constater que de manière stéréotypée, le midbody qui se forme en 

apical sous les jonctions adhérentes (Figure 5A-A’), opérait une lente migration 

vers le pôle basal de la cellule (Figure 5B). Afin de quantifier cette observation 

préliminaire, j’ai mesuré la distance séparant la nouvelle jonction adhérente et le 

midbody tout au long de la migration du midbody (Figure 5C). Par ce biais, j’ai 

mis en évidence deux phases de migration : une phase lente lorsque le midbody 

est présent au sein des jonctions septées (0.066 μm/min +/- 0.055, à 25°C), et 

une seconde phase, plus rapide, lorsqu’il quitte les jonctions septées et accélère 

sa migration vers le pôle basal (0.157 μm/min +/- 0.129 à 25°C). Pour la suite 

des expériences et notamment pour la comparaison avec des situations 

mutantes, il est important de noter que la température ambiante influence aussi 

bien la vitesse de fermeture de l’anneau (données non présentées) que la vitesse 



96 
 
 

de migration du midbody. Les expériences de microscopie électronique 

permettent de répartir les différents stades de maturation du pont intercellulaire 

le long de l’axe apico-basal dans le thorax dorsal (Figure 5D) et dans le disque 

d’aile (Figure 5E). Plus explicite dans l’épithélium colomnaire du disque d’aile, 

ceci a permis de corréler la maturation du midbody et sa migration vers le pôle 

basal. En effet, la majorité des midbody présentant des microtubules sont 

localisés en apical, juste sous les jonctions adhérentes (Figure 5D-E, magenta) 

tandis que les ponts intercellulaires plus matures sont localisés plus basalement 

(Figure 5D-E, vert). Pour comprendre ce mouvement vers le pôle basal au sein 

des jonctions septées dans un premier temps et déterminer s’il s’agit d’un 

processus actif ou passif, je me suis intéressée à l’assemblage des jonctions 

septées à la nouvelle interface entre les cellules sœurs. 

Les tissus mosaïques décrit précédemment permettent d’observer la division de 

cellules exprimant ATPα::YFP et dont les cellules voisines n’expriment pas 

ATPα::YFP. Dans cette configuration, la seule source de ATPα::YFP est la cellule 

en division. L’observation de cette nouvelle configuration m’a permis de mettre 

en évidence le recrutement de ATPα::YFP au-dessus du midbody au fur et à 

mesure que celui-ci progresse vers le pôle basal des cellules (Figure 5F-G et 

S4A). 10 minutes après la transition anaphase, la forme d’haltère est observable 

au niveau du midbody (Figure 5F’, t=10min). En revanche, la nouvelle interface 

n’est pas formée (Figure 5F, t=10min). Mais 30 minutes plus tard, alors que le 

midbody amorce sa migration vers le pôle basal, 2μm au-dessus, la nouvelle 

jonction bicellulaire commence à s’assembler (Figure 5F, t=50min). Alors que de 

nouvelles jonctions bicellulaires se forment en apical du midbody, en basal du 

midbody, aucun marquage ATPα::YFP n’est détecté (Figure 5G). L’assemblage 

des jonctions septées bicellulaires à la nouvelle interface entre les cellules sœurs 

a donc lieu au-dessus du midbody.  
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3.2.3 Des jonctions tri-cellulaires se forment à proximité du midbody. 

Lors de la formation de la nouvelle interface entre les cellules sœurs, le 

remodelage des membranes amène à la formation de nouvelle jonctions tri-

cellulaires de part et d’autre de la nouvelle interface (Figure 6A). Celles-ci se 

mettent en place à l’interface entre trois cellules, les deux cellules sœurs et la 

cellule voisine. Peu de choses sont connues quant à la mise en place des 

jonctions tri-cellulaires au cours de la cytodiérèse des cellules épithéliales. Pour 

observer les jonctions tri-cellulaires, j’avais à ma disposition deux marqueurs 

spécifiques de ces jonctions, Gli::YFP et Bark::GFP. Dans un premier temps, j’ai 

suivi la distribution de Gli::YFP lors de la division de cellules exprimant également 

MyoII::RFP (Figure 6B-C). A l’inverse de ATPα::YFP qui est recruté de manière 

uniforme le long de la nouvelle interface (Figure 5F), Gli::YFP est recruté sous 

forme de points 26 minutes (+/- 4min, n=11) après la transition anaphase, d’abord 

près du midbody (Figure 6B’, t=23min, flèche jaune) puis de proche en proche 

(t=33 et t=38min) jusqu’à former une sorte de collier de perle de part et d’autre 

du midbody, le long de la nouvelle interface (Figure 6B’ et 6C, t=1h23). A cet 

endroit, nous avons bien trois cellules impliquées : les deux cellules sœurs et la 

cellule voisine dont la protrusion en forme de doigt contacte toujours le midbody. 

La structure en collier de perle est maintenue tout au long de la migration du 

midbody. A t=2h23, elle commence à être désassemblée (Figure 6B’, C), ce qui 

correspond au moment où le midbody (flèches rouges) accélère sa migration vers 

le pôle basal de la cellule et quitte la strate des jonctions septées (Figure 6C, 

entre t=2h23 et t=2h33). Enfin, en parallèle, à partir de t=1h23, Gli::YFP 

s’accumule aux nouvelles jonctions tri-cellulaires formées de part et d’autre de la 

nouvelle interface, juste sous les jonctions adhérentes, marquées par MyoII::RFP 

(Figure 6B, flèche rouge). De manière intéressante, des expériences 

préliminaires de FRAP, réalisées sur les points de Gli::YFP tout juste formés à 

proximité du midbody (Figure 6D, t=30min et t=35min), montrent une absence de 

recouvrement de fluorescence (Figure 6D, t=1h10). Ces résultats préliminaires 
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indiqueraient que les jonctions tri-cellulaires néoformées en apical du midbody 

sont stables jusqu’à leur désassemblage juste avant que le midbody ne quitte la 

strate des jonctions septées. Enfin, Bark, connu pour recruter Gli aux jonctions 

tri-cellulaires, présente une cinétique d’apparition similaire à Gli (Figure S4B-B’). 

Le premier point de Bark::GFP apparait 20 minutes (+/-4min, n=8) après la 

transition anaphase (Figure S4B, flèche jaune), à proximité du midbody (Figure 

S4B’, flèches rouges). Ces expériences mettent en évidence la formation de 

jonctions tri-cellulaires juste en apical du midbody, le long de la nouvelle interface 

entre les cellules sœurs. 

Nos observations montrent que la formation des jonctions bicellulaires et tri-

cellulaires est un processus lent, prenant plus de 1h30. Nous savons également 

que la première phase de migration du midbody au sein des jonctions septées 

est plus lente que lorsque le midbody quitte la strate des jonctions septées. 

Existe-t-il une corrélation entre la vitesse de migration du midbody et 

l’assemblage des jonctions septées ? 

 3.2.4 L’assemblage des jonctions septées a lieu sous les jonctions 

adhérentes. 

Afin de mieux comprendre le processus d’assemblage des jonctions septées à la 

nouvelle interface, nous avons réalisé des expériences FRAP à la fois sur les 

membranes de cellules en interphase et sur la nouvelle interface formée entre 

les cellules sœurs. En 2011, Oshima et Fehon mettaient en évidence une vitesse 

de renouvellement des jonctions septées de l’ordre de 30 minutes à 1h, dans 

l’embryon de Drosophile. Ce renouvellement lent des jonctions septées permet-

il expliquer nos observations ? 

Dans un tissu exprimant à la fois ATPα::YFP et MyoII::RFP, nous avons photo-

blanchi (PB = Photoblanchiment), 20 minutes après la transition anaphase, l’un 

des doigts formés autour du midbody (Figure 7A-A’). Le second doigt est utilisé 

comme contrôle. Un kymographe généré dans le plan du midbody permet de 
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constater de manière surprenante que nous n’observons pas, ou peu, de 

recouvrement de fluorescence dans la zone photo-blanchie (Figure 7D’). En 

revanche, un kymographe généré dans un plan situé 1μm sous les jonctions 

adhérentes, marquées par MyoII::RFP, permet de constater un début de 

recouvrement environ 30 minutes après le photoblanchiment (Figure 7D). Les 

données sont quantifiées à partir des kymographes et présentées Figure 7G 

(n=8). De manière très intéressante, les expériences similaires réalisées à 

l’interface de cellules en interphase (Figure 7B,B’) mettent en évidence un retour 

de la fluorescence d’abord 1μm sous les jonctions adhérentes (Figure 7E), puis 

2μm sous les jonctions adhérentes (Figure 7E’,H, n=6). L’assemblage des 

jonctions bicellulaires s’effectue donc sous les jonctions adhérentes puis les 

jonctions néoformées se déplacent progressivement vers le pôle basal laissant 

la place à l’assemblage de nouvelles jonctions en apical. Les expériences de 

FRAP menées sur Bark::GFP (Figure 7C,C’)  et Gli ::YFP (Figure S5A,A’) ont 

permis de constater que les jonctions tri-cellulaires présentent les mêmes 

caractéristiques d’assemblage. Après photoblanchiment, Bark ::GFP est détecté 

d’abord sous les jonctions adhérentes (Figure 7F) puis progressivement vers le 

pôle basal (Figure 7F’,I , n=4). De même, Gli::YFP apparait 1μm sous les 

jonctions adhérentes (Figure S5B) avant d’apparaitre plus basalement (Figure 

S5B’, n=9). Une coupe orthogonale coupant la jonction photo-blanchie et une 

jonction contrôle permet de visualiser le recouvrement de fluorescence selon 

l’axe apico-basal (Figure S5C). Les kymographes générées sur ces deux 

jonctions à partir de la coupe orthogonale permet de mettre clairement en 

évidence l’orientation apico-basale de l’assemblage des jonctions (Figure SD,D’). 

En effet, le recouvrement débute sous les jonctions adhérentes, matérialisées 

par MyoII::RFP, 30 minutes après le photoblanchiment (Figure S5D’) puis se 

propage vers le pôle basal jusqu’à recouvrement de toute la hauteur de jonctions 

septées visible sur la jonction contrôle (Figure S5D). Enfin, la cinétique de 

recouvrement des différents composants de jonctions septées est similaire entre 

les cellules en interphase et les cellules en division, ce qui laisse penser à un 
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phénomène intrinsèque à l’ensemble de tissu, une sorte de tapis roulant 

membranaire, orienté du pôle apical vers le pôle basal. 

Tout comme la vitesse de migration du midbody est influencée par la 

température, nous sommes actuellement en train de tester si c’est également le 

cas pour la vitesse d’assemblage des jonctions septées. Ce point pourrait 

constituer une première démonstration que la migration du midbody vers le pôle 

basal est un phénomène passif, dicté par l’assemblage des jonctions septées en 

apical du midbody. 

3.2.5 Corrélation entre l’assemblage des jonctions septées et la vitesse de 

migration du midbody. 

Afin de tester l’éventuel lien entre l’assemblage des jonctions septées et la 

vitesse de migration du midbody, nous observons la cinétique du midbody dans 

des cellules dont les jonctions septées sont affectées. Pour ces expériences, 

nous générons des tissus mosaïques présentant des îlots de cellules mutantes 

barkL200 ou Glidv3. Dans le contexte barkL200, les jonctions bicellulaires et tri-

cellulaires sont affectées (Figure 8A-C’). Dans les cellules mutantes barkL200, Gli 

est totalement absent des jonctions tri-cellulaires (Figure 8C,C’). Les marquages 

Dlg et Fas3 montrent un épaississement de la strate des jonctions septées 

(Figures A’,B’) et la formation de protrusions membranaires (Figure 8A,B, flèches 

rouges). Les jonctions adhérentes, marquées par E-Cad, ne sont pas affectées 

dans ces cellules mutantes. L’imagerie en temps réel des îlots de cellules 

mutantes barkL200 exprimant ATPα::YFP montre également la présence de 

protrusions de membrane (données non présentées), témoignant de la 

désorganisation des jonctions septées. Dans ce contexte où les jonctions 

septées sont en partie désorganisées et plus étendues le long de la membrane 

latérale, nous mesurons la cinétique de migration du midbody. Les résultats 

obtenus montrent que la première phase de migration du midbody, dans la strate 

des jonctions septées, est plus rapide dans le cas des cellules barkL200 (Figure 



101 
 
 

8D). De la même manière, l’analyse des îlots de cellules mutantes Glidv3 montre 

que les jonctions bicellulaires sont affectées, le marquage Fas3 est plus diffus 

(Figure 8E,E’) et des protrusions membranaires sont également visibles (Figure 

8E, flèche rouge). L’imagerie en temps réel de ces cellules en division met en 

évidence une accélération de la première phase de migration du midbody. 

Toutefois, contrairement au contexte barkL200, la courbe de migration du midbody 

marque un plateau à un niveau pouvant correspondre à la limite basale de la 

strate des jonctions septées (Figure 8F). D’après la littérature, les jonctions tri-

cellulaires ne sont pas affectées et Bark est recrutée en absence de Gli (Byri et 

al., 2015). Des expériences supplémentaires permettraient de comprendre si les 

jonctions tri-cellulaires formées en apical du midbody peuvent être à l’origine de 

cet arrêt dans la migration du midbody des cellules mutantes Glidv3. 

Pour comprendre si la vitesse d’assemblage des nouvelles jonctions septées 

influence la vitesse de migration du midbody, nous avons réalisées des 

expériences de FRAP de ATPα::YFP dans des cellules mutantes pour barkL200. 

Nous obtenons des résultats comparables à ceux obtenus dans un contexte 

sauvage (données non présentées). La vitesse d’assemblage des jonctions 

septées n’est donc pas affectée malgré qu’elles apparaissent désorganisées. 

Le modèle proposé à l’issu de ces travaux est le suivant. Dans un contexte 

sauvage, l’organisation des jonctions septées et les contacts maintenus avec les 

cellules voisines sont un frein à la migration du midbody vers le pôle basal. Seul 

l’assemblage de novo de jonctions septées en apical du midbody permet une 

migration lente. Une fois quitté la strate des jonctions septées, la résistance 

appliquée par ces dernières n’est plus et la migration du midbody vers le pôle 

basal est accélérée. En conclusion, le maintien des contacts avec les cellules 

voisines et l’assemblage orienté des jonctions septées en apical du midbody sont 

des facteurs permettant de conserver l’intégrité du tissu au cours de la division 

des cellules épithéliales. 
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Figure S3 
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Figure S4 
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Légendes des figures  

Figure 4 : Les cellules épithéliales en division restent connectées à leurs 

voisines. 

(A) Imagerie confocale en temps réel d’une cellule en division exprimant 

simultanément ATPα::YFP (vert) et MyoII::RFP (magenta). Les cellules voisines 

et, notamment leur contact avec le midbody (flèches rouges), sont délimitées par 

des pointillés jaunes. 

(B,B’’’) Imagerie confocale en temps réel d’un îlot de cellule exprimant 

MyoII::RFP (magenta) à proximité de cellules exprimant MyoII::RFP et 

ATPα::YFP (vert). Une cellule exprimant ATPα endogène et non marqué (ligne 

pointillée jaune) se divise à côté d’une cellule exprimant ATPα::YFP. (B’-B’’’) Fort 

grossissement de la cellule en division présentée en (B). (B’,B’’) sont des vues 

parallèles au plan de l’épithélium dans le plan des jonctions adhérentes, 

marquées par MyoII::RFP (B’), ou dans le plan du midbody (B’’). (B’’’) est une 

vue orthogonale au plan de l’épithélium (projection maximale de 1.5µm) passant 

par le midbody et les prolongements en forme de doigt des cellules voisines (ligne 

pointillée blanche en B’). La ligne pointillée bleue matérialise le niveau des 

jonctions adhérentes. 

(C-E) Images de microscopie électronique à transmission d’une cellule en 

division coupée parallèlement au midbody (C) et sections sériées parallèles (D) 

ou orthogonales (E) à l’axe du midbody. Les prolongements des cellules voisines 

en contact avec le midbody sont surlignés en jaune et or. 

(F-H’) Modélisation 3D basée sur des données de SFB-SEM illustrant les 

contacts membranaires entre les cellules sœurs (bleu et cyan) et leurs voisines 

(jaune et or). (G,G’) Au niveau des jonctions adhérentes (AJ), la longue interface 

entre les cellules sœurs est formée (G), tandis qu’au niveau du midbody (vert), 

les cellules voisines sont toujours en contact avec le midbody (G’). (H,H’) Vues 

orthogonales des cellules sœurs toujours connectées par le midbody (H) et des 
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cellules voisines avec les prolongements en forme de doigt au contact du 

midbody (H’). 

Le temps est en h:min en A-B’’’. Barre d’échelle : 3µm en A-B’’’, 2µm en C et 

200nm en D,E. 

Figure 5 : Les nouvelles jonctions septées se forment en apical du 

midbody. 

(A-B) Imagerie confocale en temps réel de cellules en division exprimant 

MyoII::RFP (magenta) et E-Cad::GFP (cyan en A,A’) ou ATPα::YFP (vert en B). 

(A) Vue parallèle au plan de l’épithélium au niveau des jonctions adhérentes. 

(A’,B) Sections orthogonales (projection maximale de 2.4µm) au plan de 

l’épithélium et parallèles à l’anneau contractile puis au midbody (flèches 

blanches). La ligne bleue matérialise le niveau des jonctions adhérentes. 

(C) Graphes représentant la distance du midbody par rapport aux jonctions 

adhérentes (ligne bleue) au cours de temps après la transition anaphase, à 20-

21°C (bleu, n=10), à 22-23°C (jaune, n=12) et à 24-25°C (rouge, n=19). La limite 

basale des jonctions septées est matérialisée par la ligne verte. 

(D,E) Projections maximales de vues orthogonales montrant la distribution apico-

basale des midbody (magenta) et des ponts intercellulaires matures (vert) 

identifiés sur des reconstructions 3D obtenus par SFB-SEM du thorax dorsal (D) 

ou du disque imaginal d’aile (E). 

(F-G) Imagerie confocale en temps réel d’une cellule en division exprimant 

ATPα::YFP (vert) et MyoII::RFP (magenta) et entourée de cellules n’exprimant 

pas ATPα::YFP et exprimant le marqueur de clone nls-RFP (seul le signal 

correspondant au signal MyoII::RFP est extrait et montré en F’,G (voir figure S4A 

pour les données originales incluant le signal nls-RFP)). (F,F’) Sections parallèles 

au plan de l’épithélium, situées 1µm sous les jonctions adhérentes (F) ou dans 

le plan du midbody (F’). (G) Section orthogonale au plan de l’épithélium incluant 
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le midbody (projection maximale de 1.5µm correspondant au rectangle blanc en 

F’). La ligne bleue matérialise le niveau des jonctions adhérentes. 

Le temps est en h:min en A-B et F-G, en min en C. Barre d’échelle : 3µm. 

Figure 6 : Des jonctions tri-cellulaires stables se forment transitoirement 

en apical du midbody. 

(A) Représentation schématique d’une cellule épithéliale en division. Les cellules 

sœurs (bleu clair et bleu foncé) sont connectées par le midbody (rouge), auquel 

sont également connectées les cellules voisines (jaune et or). Cette conformation 

à quatre cellules évolue et de nouvelles jonctions bicellulaires (vert foncé) se 

forment à l’interface entre les cellules sœurs. Deux nouvelles jonctions tri-

cellulaires (vert clair) se forment de part et d’autre de cette nouvelle interface. 

(B-D) Imagerie confocale en temps réel de cellules en division (lignes pointillées 

jaunes) exprimant Gli::YFP (vert) et MyoII::RFP (magenta). (B-B’’) Sections 

parallèles au plan de l’épithélium, situées au niveau des jonctions adhérentes 

(AJ) (B), 1µm (B’) et 2µm ou 4.5µm (B’’) sous les jonctions adhérentes. A partir 

de t=23min, seule l’image au niveau du midbody et correspondant au rectangle 

rouge matérialisé à t=10min, est présenté. (C) Section orthogonale (projection 

maximale de 1,2µm) de la nouvelle interface entre les cellules sœurs connectées 

par le midbody (flèche rouges) et présentées en B-B’’ (ligne pointillée blanche en 

B’’). Gli::YFP est recrutée à proximité du midbody (flèche jaune en B’) et 

s’enrichie également aux nouvelles jonctions tri-cellulaires de part et d’autre de 

la nouvelle interface (flèche rouge en B). (D) Section orthogonale dans le plan du 

midbody. Le signal Gli::YFP apparu à proximité du midbody (flèches rouges) est 

photo-blanchie (rectangle jaune) à t=30min. Les lignes bleues matérialisent la 

position des jonctions adhérentes. 

Le temps est en h:min. Barre d’échelle : 3µm. 
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Figure 7 : Les nouvelles jonctions septées se forment sous les jonctions 

adhérentes. 

(A-C’) Imagerie confocale en temps réel et photoblanchiment (PB) de cellules en 

division (A,A’) ou de cellules interphasiques (B,C’) exprimant MyoII::RFP 

(magenta en A,A’, non montré en B-C’) et ATPα::YFP (vert en A-B’) ou Bark::GFP 

(vert en C,C’). La zone d’intérêt matérialisée par les pointillés jaunes est photo-

blanchie à t=0 et le recouvrement de fluorescence est analysé. (A-C) Sections 

parallèles au plan de l’épithélium et situées 1µm sous les jonctions adhérentes 

(A,B,C), dans le plan du midbody (A’) ou 2µm sous les jonctions adhérentes 

(B’,C’). La zone matérialisée par les pointillées rouges sur les images avant 

photoblanchiment est montrée pour les images après photoblanchiment. 

(D-F’) Kymographes de ATPα::YFP (vert en D-E’), Bark::GFP (vert en F,F’) et 

MyoII::RFP (magenta en D,D’) correspondant aux cellules présentées en (A-C’). 

La ligne pointillée jaune correspond au temps de photoblanchiment. 

(G-I) Graphes de quantification du recouvrement de fluorescence après 

photoblanchiment de ATPα::YFP (G,H) et Bark::GFP (I). Les courbes noires 

correspondent au recouvrement 1µm sous les jonctions adhérentes, alors que 

les courbes rouge (G) et bleues (H,I) correspondent, respectivement, au 

recouvrement au niveau du midbody ou 2µm sous les jonctions adhérentes (n=8 

(G), n=6 (H), n=4 (I)). 

Le temps est en h:min en A-C’ et en min en D-I. Barre d’échelle : 3µm. 

Figure 8 : L’assemblage des jonctions septées régule la vitesse de 
migration du midbody. 

(A-C’) Immunomarquage de E-Cad (bleu), Dlg (vert en A), Fas3 (vert en B) et Gli 

(vert en C) sur des tissus présentant des îlots de cellules mutantes barkL200 

(délimités par les lignes pointillées jaunes) repérés par la perte du marqueur nls-

GFP (magenta). (A,B,C) Sections parallèles au plan de l’épithélium. (A’,B’,C’) 
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Sections orthogonales au plan de l’épithélium, obtenues le long de la ligne 

pointillée blanche matérialisée en (A,B,C). 

(D) Graphes représentant la distance du midbody par rapport aux jonctions 

adhérentes (ligne bleue) au cours de temps après la transition anaphase dans 

des cellules sauvages (noir, n=22) et des cellules mutantes barkL200 (gris, n=22). 

(E,E’) ) Immunomarquage de E-Cad (bleu) et Fas3 (vert) sur des tissus 

présentant des îlots de cellules mutantes glidv3 (délimités par les lignes pointillées 

jaunes) repérés par la perte du marqueur nls-GFP (magenta). (E) Section 

parallèle au plan de l’épithélium. (E’) Section orthogonale au plan de l’épithélium, 

obtenue le long de la ligne pointillée blanche matérialisée en (E). 

(F) Graphes représentant la distance du midbody par rapport aux jonctions 

adhérentes (ligne bleue) au cours de temps après la transition anaphase dans 

des cellules sauvages (bleu, n=5) et des cellules mutantes glidv3 (rouge, n=7). 

Le temps est en min en D,F. Barre d’échelle : 3µm. 
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Figure S3 (relative à la figure 4) : La division des cellules épithéliales 

implique quatre cellules. 

(A) Imagerie confocale en temps réel d’une cellule en division exprimant 

ATPα::YFP (vert en A,B et gris en C) et MyoII::RFP (magenta). Sections 

parallèles au plan de l’épithélium et situées dans le plan des jonctions adhérentes 

(A) ou dans le plan du midbody (B,C ; le panneau B est présenté Figure 4A). Les 

lignes pointillées jaunes délimitent les cellules voisines restant au contact du 

midbody (flèches rouges). 

(D-F) Modélisation 3D basée sur des données de SFB-SEM illustrant les contacts 

membranaires entre les cellules sœurs (bleu et jaune) et leurs cellules voisines 

(cyan et mauve). (E,E’) Vues parallèle (E) ou orthogonale (E’) au midbody. (E’’) 

montre les cellules sœurs connectées par le midbody (vert) et (E’’’) montre les 

cellules voisines restant au contact du midbody par des prolongements en forme 

de doigt. (F) Vue d’avion coupant le midbody. 

Le temps est en h:min en A-C. Barre d’échelle : 3µm en A-C, 2µm en D,F. 

Figure S4 (relative aux figures 5 et 6) : Les jonctions septées se forment en 

apical du midbody. 

(A) Données originales présentant les signaux MyoII::RFP et nls::RFP (magenta) 

d’imagerie confocale en temps réel d’une cellule en division exprimant 

ATPα::YFP (vert) et MyoI::RFP (magenta), présentée en Figure 5F-G. 

(B,B’) Imagerie confocale en temps réel d’une cellule en division (lignes 

pointillées jaunes) exprimant Bark::GFP (vert) et MyoII::RFP (magenta). (B) 

Section parallèle au plan de l’épithélium et dans le plan du midbody, montrant le 

recrutement de Bark::GFP à proximité du midbody (flèche jaune). (B’) Section 

orthogonale des panneaux (B) dans le plan du midbody (flèches rouges). La ligne 

bleue matérialise la position des jonctions adhérentes. 

Le temps est en h:min. Barre d’échelle : 3µm. 
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Figure S5 : Les jonctions tri-cellulaires se forment sous les jonctions 

adhérentes. 

(A,D’) Imagerie confocale en temps réel et photoblanchiment (PB) de cellules en 

interphasiques exprimant MyoII::RFP (magenta) et Gli::YFP (vert). La zone 

d’intérêt matérialisée par les pointillés jaunes est photo-blanchie à t=0 et le 

recouvrement de fluorescence est analysé. Sections parallèles au plan de 

l’épithélium et situées 1µm sous les jonctions adhérentes (A) ou 2µm sous les 

jonctions adhérentes (A’). La zone matérialisée par les pointillées rouges sur les 

images avant photoblanchiment est montrée pour les images après 

photoblanchiment.  

(B,B’) Kymographes de Gli::YFP correspondant à la cellule présentée en (A,A’). 

La ligne pointillée jaune correspond au temps de photoblanchiment.  

(C) Section orthogonale au plan de l’épithélium avant et après photoblanchiment 

d’une jonction tri-cellulaire (rectangle pointillé jaune). 

(D,D’) kymographes Gli::YFP (vert) et MyoII::RFP (magenta) correspondant aux 

jonctions tri-cellulaires contrôle (D) et photo-blanchie (D’), présentées en (C). La 

ligne pointillée jaune correspond au temps de photoblanchiment. 

Le temps est en h:min en A,A’ et C et en min en B,B’ et D,D’. Barre d’échelle : 

3µm. 
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III- Conclusion Générale 

 

 

Une fois l’anneau contractile fermé, celui-ci donne naissance au midbody. Lors 

de notre étude, nous avons montré que la chronologie d’apparition et de 

disparition des différents marqueurs au niveau du midbody était semblable entre 

la cytodiérèse des cellules épithéliales et la cytodiérèse des cellules isolées, 

décrites précédemment. Le midbody se forme juste sous les jonctions 

adhérentes, dans la strate des jonctions septées (A’’). Au niveau des jonctions 

adhérentes, la longue interface entre les cellules sœurs (bleues) est rapidement 

formée une fois l’anneau contractile fermé (A-D). Dans la strate des jonctions 

septées, les cellules voisines (jaune et or) présentent des protrusions de 

membranes en forme de doigt qui maintiennent le contact avec le midbody (A’, 

A’’). Une quinzaine de minutes après la transition anaphase, Shrb est recrutée 

au niveau du midbody par les cellules voisines (mauve en B’,B’’). Puis, quelques 

minutes plus tard, Shrb apparait au-dessus du midbody, cette fois recrutée par la 
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cellule en division (B’’). Dans le même temps, les premières jonctions tri-

cellulaires (vert clair) se forment, de manière ponctiforme, de part et d’autre et en 

apical du midbody (B’’). Au fur et à mesure de sa maturation, le midbody amorce 

une lente migration vers le pôle basal de la cellule. Les jonctions tri-cellulaires, 

d’abord ponctiformes, forment maintenant une structure linéaire le long de 

l’interface entre les cellules sœurs (C’’). Simultanément, de nouvelles jonctions 

bicellulaires (vert foncé) se forment à la nouvelle interface entre les cellules 

sœurs, en-dessous des jonctions adhérentes (C’) et au-dessus du midbody (C’’). 

L’assemblage des jonctions septées en apical, puis leur progression vers le pôle 

basal, entraine le déplacement du midbody et des protrusions de cellules voisines 

vers le pôle basal. Une fois la strate des jonctions septées totalement formée 

entre les cellules voisines, les jonctions tri-cellulaires présentes au-dessus du 

midbody se désassemble et la migration du midbody vers le pôle basal s’accélère 

(D’’). Dans le même temps, de nouvelles jonctions tri-cellulaires ont pris aux 

extrémités de la nouvelle interface formée entre les cellules sœurs (D’). Durant 

la totalité de ces évènements, nécessaire au maintien de l’intégrité du tissu 

épithélial au cours de la division cellulaire, l’abscission n’a pas lieu dans les 

cellules épidermales du thorax dorsal de Drosophile. Le cytoplasme des cellules 

sœurs n’est pas physiquement séparé et reste en contact via le pont 

intercellulaire.  
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IV- Discussion 

1- L’abscission est effective lorsque les cellules épithéliales se préparent 

à une nouvelle division. 

Lors de la division des cellules épithéliales du thorax dorsal de drosophile, et 

notamment des cellules épidermales, les régulateurs de l’abscission, 

composants du CPC, AurB et Svv, disparaissent du midbody et la protéine 

ESCRT-III, Shrb, est recrutée. Les cellules sont donc prêtes pour l’abscission 

environ 45 minutes après la transition anaphase. Les observations réalisées en 

microscopie électronique montrent également des ponts intercellulaires 

internalisés dans le compartiment intracellulaire. Toutefois, nous mettons en 

évidence un délai avant l’abscission dans ces cellules. Au stade où nous les 

observons, les cellules épidermales ne ré-entrent pas en division. Nos 

expériences de photo-conversion de la KAEDE, réalisées en amont des divisions 

observées 16 heures après la formation de la pupe, ont permis de montrer que 

l’abscission avait bien lieu dans ces cellules épithéliales. Nous avons ainsi pu 

déterminer que l’abscission avait lieu environ 70 minutes avant la division. Lors 

de ces expériences de photo-conversion aléatoire, j’ai pu observer des cas où la 

KAEDE était toujours capable de diffuser dans une et une seule cellule voisine, 

la cellule sœur. De manière intéressante, les deux cellules sœurs se divisent 

alors quasi simultanément (données non présentées). Cette observation est un 

argument de plus à l’idée que les cellules procèdent à l’abscission lorsqu’elles se 

préparent à une nouvelle division. En effet, cette division simultanée des cellules 

issues d’une première division est observable également dans le cas des SOPs 

dans lesquelles l’abscission a lieu immédiatement après le recrutement de Shrb. 

Environ une heure après l’abscission, les cellules filles de la SOP, pIIb puis pIIa, 

entrent à leur tour en division l’une immédiatement après l’autre. Dans les SOPs, 

Shrb::GFP est recrutée de part et d’autre du midbody, comme décrit dans les 

cellules isolées. Ce n’est pas le cas dans les cellules épidermales où Shrb::GFP 



120 
 
 

est recrutée au-dessus du midbody. Cette localisation de Shrb::GFP pourrait-elle 

expliquer que dans un cas, l’abscission a lieu immédiatement après le 

recrutement de Shrb, alors que dans l’autre cas, Shrb::GFP est recrutée mais 

l’abscission n’est pas observée plusieurs heures après ? Il serait intéressant 

d’observer la localisation de Shrb::GFP dans les cellules épidermales avant la 

division en exprimant conjointement Shrb::GFP et MyoII::RFP. Shrb::GFP serait-

elle localisée de part et d’autre du midbody dans ces cellules qui se préparent à 

la division, comme c’est le cas dans les SOPs ? Dans cette expérience, il serait 

difficile de déterminer que tel midbody est issu de la division de telles cellules. 

De plus, à ce stade, les midbody sont localisés en profondeur dans le tissu ce 

qui est un obstacle à leur observation. Toutefois, si l’observation de cette 

configuration avec Shrb::GFP de part et d’autre du midbody, marqué par 

MyoII::RFP, est envisageable, elle permettrait de mettre en évidence que 

l’abscission dépend de la localisation précise de Shrb de part et d’autre du 

midbody. Ainsi, dans les cellules épidermales, Shrb est certes recrutée à 

proximité du midbody mais, dans un premier temps, son rôle n’est pas lié à 

l’abscission. 

Enfin, l’ensemble de ces résultats appuie l’hypothèse selon laquelle l’abscission 

dans les cellules épithéliales est un évènement couplé à l’entrée en division des 

cellules sœurs issues d’une précédente division. Cette hypothèse est confortée 

par les résultats obtenus précédemment dans les cellules HeLa et BALB/c3T3, 

qui montrent que l’abscission a lieu lorsque les cellules sont en phase G1 de la 

division suivante (Gershony et al., 2014). 

2- En absence de Shrb, l’isolation cytoplasmique a bien lieu. 

Dans un tissu mosaïque, les îlots de cellules se forment par divisions successives 

à partir d’une seule cellule initiale. Dans les îlots de cellules ayant perdu la 

fonction de Shrb, nous nous attendions à la formation de chaîne de cellules 

connectées les unes aux autres par des ponts intercellulaires non résolus, 
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comme c’est le cas dans les cellules germinales de drosophile (Eikenes et al., 

2015). Contrairement à nos attentes, les expériences de photo-conversion ont 

mis en évidence l’isolation cytoplasmique des cellules dépourvues de Shrb. 

L’abscission pourrait donc avoir lieu en absence de ESCRT-III, suggérant ainsi 

l’existence d’une voie parallèle permettant la séparation cytoplasmique des 

cellules sœurs. Très récemment, ce phénomène a également été observé dans 

l’embryon de C. elegans où l’abscission est retardée mais bien effective en 

absence des ESCRTs (Konig et al., 2017). Dans cette étude, les auteurs 

suggèrent un nouveau rôle pour les ESCRTs dans l’élimination de la membrane 

plasmique durant les étapes finales de la division cellulaire, un processus déjà 

observé dans d’autres systèmes métazoaires (El Amine et al., 2013 ; Sherman 

et al., 2016). Nos données de microscopie électronique, obtenues sur des 

cellules dépourvues de Shrb et montrant la perte des contacts entre cellules au 

niveau du midbody, sont compatibles avec un rôle des ESCRTs dans le 

remodelage des membranes au niveau du midbody. 

Dans les îlots de cellules mutantes pour shrbO3, nous n’observons que de très 

rares divisions et l’ensemble des cellules mutantes finissent par délaminer et 

entrer en apoptose. L’isolation cytoplasmique observée dans ces cellules 

pourrait-elle être liée à des signaux de mort cellulaire exprimés dans la cellule ? 

L’hypothèse émise serait que, dès lors qu’une cellule est programmée pour 

mourir, elle se séparerait de sa cellule sœur. Si plusieurs études ont montré que 

des protéines impliquées dans la mort cellulaire jouait un rôle dans la régulation 

de l’abscission (Martz et al., 2013 ; Konstantinidis et al., 2015 ; Abadia-Molina et 

al., 2017) ou la dégradation du midbody (Chai et al., 2012), aucune évidence 

n’existe à ce jour infirmer ou confirmer cette hypothèse. Lors d’expériences 

d’ablation laser sur les cellules épithéliales du thorax dorsal, j’ai pu observer, 

dans certains cas, la délamination à terme de la cellule endommagée. A ce stade 

du développement, nous savons que l’abscission est très retardée par rapport à 

la transition anaphase. Une expérience originale pourrait consister à provoquer, 
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par le biais de l’ablation laser, la mort d’une des cellules sœurs dans un tissu 

exprimant la KAEDE et photo-convertir la KAEDE à différents temps après avoir 

endommagé la cellule. Si la KAEDE ne diffuse pas dans la cellule sœur, alors 

l’abscission est effective entre la cellule endommagée et sa sœur. Cette 

expérience pourrait être la preuve d’un lien éventuel entre l’abscission et l’entrée 

en apoptose des cellules épithéliales. 

3- Un nouveau rôle des ESCRTs dans l’assemblage ou le maintien des 

jonctions septées. 

Nous avons mis en évidence le recrutement de Shrb au niveau du midbody par 

la cellule en division, mais aussi par les cellules voisines. Dans les cellules 

épidermales, Shrb est recrutée au-dessus du midbody et non de part et d’autre 

du midbody. Cette localisation particulière dans les cellules épidermales, dont 

l’abscission est retardée, et dans les cellules voisines suggère un nouveau rôle 

de Shrb. De manière intéressante, le recrutement de Shrb au-dessus du midbody 

est concomitant au recrutement des composants de jonctions tri-cellulaires à ce 

niveau, une vingtaine de minutes après la transition anaphase. Le recrutement 

des composants de jonctions tri-cellulaires à ce niveau suggère que les angles 

formés entre les trois jonctions bicellulaires impliquées sont égaux à 120°, 

comme prédit par un modèle mathématique (Byri et al., 2015), pour permettre la 

stabilisation de Bark et Gli et l’assemblage de nouvelles jonctions tri-cellulaires. 

Des observations préliminaires suggèrent également un recrutement de Shrb au 

niveau des jonctions tri-cellulaires formées juste sous les jonctions adhérentes, 

aux extrémités de la nouvelle interface formée entre les cellules sœurs (données 

non présentées). Ces observations sont à confirmer, notamment pour corréler 

les temps de recrutement de Shrb et des composants de joncions tri-cellulaires 

à ce niveau. Nous avons également montré que les cellules déplétées en Shrb 

présentaient des jonctions septées désorganisées et une perte de contact avec 

les membranes des cellules voisines au niveau du midbody est observée en 

microscopie électronique. La désorganisation des jonctions septées est un 
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phénomène également observé lors de la déplétion de Bark ou Gli. L’ensemble 

de ces résultats sont en accord avec un potentiel rôle de Shrb dans l’initiation de 

l’assemblage des jonctions tri-cellulaires. Il serait très intéressant, pour infirmer 

ou confirmer cette hypothèse, de visualiser l’état des jonctions tri-cellulaires en 

absence de Shrb, par un marquage de Gli et Bark dans les îlots de cellules 

mutantes shrbO3. 

 4- Des jonctions tri-cellulaires stables sont assemblées au-dessus du 

midbody. 

Les images de microscopie confocale en temps réel de cellules exprimant 

Bark::GFP ou Gli::YFP simultanément à MyoII::RFP ont révélé la mise en place 

de jonctions tri-cellulaires au-dessus du midbody. Une vingtaine de minutes 

après la transition anaphase, Bark puis Gli sont recrutées à proximité immédiate 

du midbody, d’abord sous forme de structure ponctiforme puis, de proche en 

proche, une structure linéaire en forme de collier de perle prend place tout le long 

de la nouvelle interface formée entre les cellules sœurs. Des expériences de 

FRAP réalisées sur ces structures ponctiformes, juste formées, ont montré une 

absence de recouvrement de fluorescence tout au long de la migration du 

midbody vers le pôle basal de la cellule. Cette absence de recouvrement 

témoigne de la stabilité des jonctions tri-cellulaires assemblées à ce niveau. Il 

serait intéressant de confirmer ces expériences dans un contexte où les jonctions 

tri-cellulaires déjà formées dans les voisines ne viennent pas interférer avec 

l’expérience. Pour cela, j’ai généré un recombinant entre Gli::YFP et FRT 40A. 

Ce nouveau stock permettra de visualiser des cellules en division exprimant 

Gli::YFP à proximité immédiate de cellules ne l’exprimant, et inversement. La 

contribution de chaque cellule au niveau du doigt sera notamment analysable. 

Dans la mesure où trois cellules sont impliquées dans la formation des jonctions 

tri-cellulaires, Gli::YFP devrait être recrutée dans les deux situations (cellule en 

division exprimant ou non Gli::YFP).  
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Lorsque le midbody atteint la limite basale de la strate des jonctions septées, la 

structure en collier de perle est désassemblée, plus aucun signaux Bark::GFP ou 

Gli::YFP ne sont détectables à proximité du midbody ni le long de l’interface entre 

les cellules sœurs. En revanche, à chaque extrémité de la nouvelle interface se 

forment de nouvelle jonctions tri-cellulaires entre les cellules issues de la division 

et la cellule voisine. Basées sur ces observations, plusieurs hypothèses sont 

possibles quant aux mécanismes de formation des jonctions tri-cellulaires au 

cours de cytodiérèse. Les jonctions tri-cellulaires formées au niveau du midbody 

sont-elles relocalisées pour être adressées au niveau de l’extrémité de 

l’interface ? La formation des jonctions tri-cellulaires de proche en proche à partir 

du midbody est-elle nécessaire à la formation des jonctions tri-cellulaires aux 

extrémités de l’interface ? Enfin, les jonctions tri-cellulaires formées à l’interface 

entre les cellules sœurs sont-elles assemblées, stabilisées puis tout simplement 

désassemblées lorsque le midbody et les doigts des cellules voisines quittent la 

strate des jonctions septées ? Pour répondre à ces questions et trancher entre 

les différentes hypothèses, il pourrait être intéressant de générer une protéine 

Gliotactin photo-convertible. En effet, contrairement au FRAP qui éteint la 

fluorescence, ici, les protéines photo-converties pourraient être suivies en temps 

réel afin de connaître leur destinée. 

5- Un ménage à quatre qui permet le maintien de l’intégrité du tissu 

épithélial. 

A l’issue de la fermeture de l’anneau, le midbody est présent au sein des 

jonctions septées. L’intégrité de la barrière de perméabilité doit être maintenue 

malgré la présence du midbody et tout au long de sa migration vers le pôle basal. 

Au moment de la fermeture de l’anneau, la membrane des cellules voisines est 

tirée, formant ainsi une protrusion membranaire en forme de doigt qui persiste 

tout au long de la migration du midbody au sein de la strate des jonctions septées. 

Au niveau du midbody, quatre cellules sont connectées : les deux cellules issues 

de la division et les deux cellules voisines. Des expériences de recouvrement de 
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fluorescence après photoblanchiment, menées à la fois sur les composants du 

midbody et sur les composants de jonctions septées au niveau du doigt, ont 

montré une absence de recouvrement dans les deux cas. Une fois formés, les 

contacts entre le midbody et les cellules voisines sont extrêmement stables. La 

microscopie électronique permet de confirmer les contacts étroits entre les 

cellules en division et leurs voisines, sans qu’aucun espace ne soit visible entre 

les cellules. Nous avons également mis en évidence l’assemblage des nouvelles 

jonctions septées en apical du midbody et des protrusions de cellules voisines. 

Les nouvelles jonctions septées se forment au fur et à mesure que le midbody 

migre vers le pôle basal des cellules. L’ensemble de ces observations permet de 

comprendre comment la barrière de perméabilité des cellules épithéliales est 

maintenue tout au long de la cytodiérèse. La résolution de la conformation à 

quatre cellules est une question encore en suspens. A quel moment les cellules 

voisines se désengagent et rompent-elles le contact avec le midbody ? Comment 

passe-t-on d’une conformation à 4 cellules, puis 2 cellules, pour finalement 

aboutir à l’abscission et l’internalisation du midbody par une seule cellule ? Le 

désengagement des cellules voisines est-il passif ou nécessite t’il la mise en 

place d’un processus actif par l’une ou l’autre des cellules ? Comment évoluent 

les contacts entre le midbody et les cellules voisines une fois quitté la strate des 

jonctions septées ? Lors de mes observations d’îlots de cellules exprimant ou 

non ATPα::YFP dans un tissu exprimant MyoII::RFP, j’ai pu observer à quatre 

reprises ce que j’explique par un désengagement d’une des cellules voisines. En 

effet, dans une situation bien précise, le signal ATPα::YFP présent dans le doigt 

qui contacte le midbody disparait. Ce phénomène est observé plus de 2 heures 

après la transition anaphase, ce qui correspond au moment où midbody et doigts 

ont quitté la strate des jonctions septées. Uniquement dans ce contexte, 

lorsqu’une cellule entre en division et tracte le midbody dans le sens opposé à la 

cellule voisine, alors le signal ATPα::YFP présent dans le doigt disparait. Si ce 

même cas de figure a lieu alors que le midbody est encore dans la strate des 

jonctions septées, alors la membrane de la cellule voisine est étirée mais le 
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contact avec le midbody perdure. Cette observation ne permet toutefois pas de 

conclure entre une simple dilution du signal ATPα::YFP sur la membrane étirée 

ou une réelle perte de contact avec le midbody. Enfin, dans ces expériences, en 

dehors de ces cas précis, il est difficile de visualiser le devenir des protrusions 

de membrane des voisines du fait que les midbody sont à ce stade au niveau des 

noyaux des cellules. En effet dans ces expériences, nous utilisons des 

marqueurs de clones nucléaires, nls-GFP ou nls-RFP, qui interfèrent 

respectivement avec le marquage du midbody (MyoII::RFP) ou le marquage des 

jonctions (ATPα::YFP). L’utilisation d’autres marqueurs de clones serait judicieux 

dans ces expériences pour mieux visualiser le devenir des protrusions de 

membranes une fois quitté la strate des jonctions septées. 

6- La vitesse de migration du midbody est dictée par l’assemblage orienté 

des jonctions septées. 

Après sa formation juste sous les jonctions adhérentes, le midbody amorce une 

lente migration vers le pôle basal de la cellule, d’abord au sein de la strate des 

jonctions septées, puis au sortir de celles-ci où sa migration est accélérée. Dans 

le même temps, les jonctions septées se mettent progressivement en place en 

apical du midbody. Nos expériences de recouvrement de fluorescence 

confirment que les jonctions septées forment un complexe stable (Oshima et 

Fehon, 2011). Nos expériences, menées à la fois sur des composants de 

jonctions bicellulaires et tri-cellulaires, montrent que l’assemblage des jonctions 

septées est un processus lent et polarisé. En effet, les nouvelles jonctions 

septées s’assemblent juste sous les jonctions adhérentes et se propagent vers 

le pôle basal des cellules, laissant penser à un flot continu de membrane, une 

sorte de tapis roulant membranaire. La cinétique d’assemblage des composants 

de jonctions septées est similaire dans les cellules en interphase et dans les 

cellules en division. Le phénomène de tapis roulant membranaire et le processus 

d’assemblage et de maturation des jonctions septées sont donc des propriétés 

intrinsèques à l’ensemble du tissu et ne dépendent pas de l’étape de la division 
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dans lequel se trouvent les cellules. Nous avons observé que la fermeture de 

l’anneau et la migration du midbody vers le pôle basal de la cellule étaient deux 

phénomènes dont la cinétique est influençable par la température. Est-ce le cas 

également pour l’assemblage des jonctions septées ? La réponse à cette 

question serait un argument supplémentaire à la corrélation entre la vitesse de 

migration du midbody et la vitesse d’assemblage des jonctions septées au-

dessus du midbody. Pour y répondre, nous sommes actuellement en train de 

réaliser de nouvelles expériences de FRAP à 20°C et 25°C afin de comparer la 

cinétique de recouvrement de fluorescence dans ces deux conditions. La 

sensibilité de la mesure de recouvrement pourrait être un obstacle à cette 

comparaison si les différences à observer sont minimes. 

 7- La désorganisation des jonctions septées affecte la vitesse de migration 

du midbody. 

En générant des îlots de cellules mutantes déplétées en Bark ou Gli, nous avons 

noté la désorganisation des jonctions septées. Celles-ci apparaissent plus 

diffuses et des protrusions excédentaires de membranes sont visibles. Dans ces 

deux contextes, la migration du midbody vers le pôle basal est plus rapide en 

comparaison aux cas contrôles obtenus dans les cellules sauvages présentes 

sur les mêmes tissus que les cellules mutantes. Par ce biais, nous sommes sûrs 

de nous affranchir des variations dues à la température d’acquisition des 

données. En absence de Bark, la migration du midbody est plus rapide et linéaire 

vers le pôle basal. En revanche, en absence de Gli, la migration du midbody, qui 

est plus rapide dans un premier temps et est comparable à la situation mutante 

barkL200, marque soudainement un plateau à un niveau pouvant correspondre à 

la limite inférieure de la strate des jonctions septées. Nous savons que la 

déplétion de Bark entraine la délocalisation de Gli et l’absence de jonctions tri-

cellulaires. En revanche, l’inverse n’est pas vrai. En absence de Gli, Bark est 

recrutée et permet la formation des jonctions tri-cellulaires. L’absence de Gli 

affecte seulement les jonctions bicellulaires. Cette différence majeure permet-
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elle d’expliquer le plateau observé dans la situation mutante glidv3 ? Dans ce 

contexte, la migration plus rapide du midbody est dans un premier temps 

explicable par la désorganisation des jonctions septées. Le plateau serait quant 

à lui dû à la présence de jonctions tri-cellulaires au-dessus du midbody, le long 

de l’interface entre les cellules sœurs. Pour vérifier leur présence à ce niveau 

dans les cellules mutantes glidv3 en division, un marquage de Bark serait 

nécessaire. Si cette hypothèse est vraie, alors la déplétion de composants de 

jonctions bicellulaires, dans lesquels les jonctions septées sont désorganisées 

mais les jonctions tri-cellulaires intactes, devrait aboutir à l’obtention d’un profil 

de migration du midbody similaire à celui observé dans le contexte glidv3. Pour 

répondre à ce point, nous analysons actuellement la migration du midbody dans 

un contexte mutant nrv2k13315. Nous envisageons également d’investiguer l’effet 

de la déplétion de Coracle par RNAi. 

Enfin, pour déterminer l’impact de ces déplétions sur l’assemblage des jonctions 

septées, nous avons procédés à des expériences de FRAP sur ATPα::YFP dans 

les cellules mutantes en interphase. Les résultats n’ont montré aucune différence 

significative en comparaison de la situation contrôle. La vitesse d’assemblage 

des jonctions septées ne serait donc pas affectée dans ces mutants. La migration 

du midbody n’est donc pas dicté uniquement par la néoformation des jonctions 

septées en apical de sa position. D’autres facteurs entrent en jeu pour freiner la 

migration du midbody lorsqu’il est présent dans la strate des jonctions septées. 

Je propose donc le modèle suivant : dans un contexte sauvage, l’organisation 

des jonctions septées et les contacts maintenus avec les cellules voisines sont 

un frein à la migration du midbody vers le pôle basal. L’assemblage progressif de 

novo des jonctions septées en apical du midbody est donc le paramètre limitant 

à la migration du midbody et des protrusions de membrane des cellules voisines. 

Une fois sorti de la strate des jonctions septées, le midbody n’est plus soumis à 

la résistance médiée par leur organisation et sa migration vers le pôle basal se 

trouve accélérée. Ensemble, le maintien des contacts avec les cellules voisines 
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et le lent assemblage orienté des jonctions septées en apical du midbody 

favorisent le maintien de l’intégrité du tissu au cours de la division des cellules 

épithéliales. 

8- Un processus conservé chez les vertébrés. 

Chez les vertébrés, la barrière de perméabilité est assurée par les jonctions 

serrées, en apical des jonctions adhérentes. Ces jonctions sont moins étendues 

que les jonctions septées, ce qui est un obstacle à la dissection des mécanismes 

de formation des nouvelles jonctions au cours de la cytodiérèse. Malgré cette 

différence majeure entre vertébrés et invertébrés, plusieurs points communs sont 

à noter quant au déroulement de la cytodiérèse et la formation de la nouvelle 

interface entre les cellules sœurs. Chez les vertébrés, l’implication des cellules 

voisines pendant la cytodiérèse des cellules épithéliales est démontrée (Higashi 

et al., 2016). Cette étude réalisée dans l’embryon de xénope met également en 

évidence le maintien de la barrière de perméabilité tout au long de la cytodiérèse. 

De manière intéressante, la cytodiérèse des cellules épithéliales de vertébrés est 

polarisée et aboutie à la formation du midbody en apical des jonctions 

adhérentes, au sein des jonctions serrées (Jinguji et Ishikawa, 1992 ; Higashi et 

al., 2016). Enfin, des jonctions tri-cellulaires se forment de part et d’autre du 

midbody et en basal de celui-ci (Figure 5D’’ de Higashi et al., 2016). Si l’on 

compare les deux systèmes, vertébrés et invertébrés, la localisation de la barrière 

de perméabilité, du midbody et des nouvelles jonctions tri-cellulaires présente 

une parfaite symétrie relative aux jonctions adhérentes. Chez les vertébrés, 

comme chez les invertébrés, le midbody se forme au sein de la barrière de 

perméabilité, respectivement en apical et en basal des jonctions adhérentes. Les 

jonctions tri-cellulaires se forment quant à elles, respectivement en basal et en 

apical du midbody. Si l’organisation apico-basale des deux systèmes est 

opposée, dans les deux cas la maturation et la migration du midbody ont lieu au 

sein de la barrière de perméabilité. Sur la base de nos observations, la 

coordination entre la maturation du midbody au sein de la barrière de 
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perméabilité et la formation de cette dernière à l’interface entre les cellules sœurs 

est conservée chez les vertébrés pour permettre le maintien de l’intégrité du tissu 

au cours de la division des cellules épithéliales, divisions nécessaires à la 

croissance et à la régénération du tissu.  
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V- Matériels et méthodes 

Stocks de drosophiles et génétique 

Le maintien des stocks de drosophiles et les croisements sont effectués à 25°C. 

Les pupes sont disséquées à 16h APF (After Pupa Formation) excepté lorsque 

mentionné dans le texte (expérience de KAEDE avant division). Pour générer les 

tissus mosaïques, l’expression de la flippase est induite par deux chocs 

thermiques de 1h à 37°C, espacés de 24h, au stade larvaire L2 et L3. 

Les génotypes utilisés sont les suivants : 

- w118  

- y,w ; FRT(G13-42B) pnutXP, DE-Cad::GFPGE23, sqh-sqh::RFP / Cyo  

- w, y, sqhAX3 / (+); sqh-sqh::RFP/+ ; ATPα::YFP / +  

- ApGAL4, sep2::GFP / + ; UAS-pnut::mCherry / +  

- w, y, sqhAX3 ; sqh-sqh::RFP/ Gli::YFP  

- ApGAL4, Sep2::GFP / UASp.lifeAct-RFP  

- w, y, sqhAX3 ; sqh-sqh::RFP/ +; jupiter::GFP / +  

- w, y, sqhAX3 ; ApGAL4, Sep2::GFP / sqh-sqh::mCherry  

- w ; DE-Cad::GFPGE23 / tub-PH::mRFP; Sb (TM3 Ser) / +  

- Hs-Flp / + ; UAS-shrb::GFP / Ay-GAL4 ; sqh-sqh::mCherry / +  

- w, y, sqhAX3 ; sqh-sqh::RFP/ Svv::GFP; Sb(TM3 Ser) / +  

- pnrGAL4 / UAS-AurB::GFP  

- ScaGAL4 / + ; ATPα::YFP, sqh::mCherry / UAS-KAEDE  

- Hs-Flp /(+) ; FRT42D, nlsRFP / FRT42D, shrbO3;ATPα::YFP , sqh::mCherry / +  

- Hs-Flp / + ; FRT42D , nlsGFP / FRT42D, shrbO3  

- ApGAL4, Sep2::GFP / UAS-shrbRNAi 

- y, w, Hs-Flp , UAS-nucGFP-myc; FRT42D, tubGAL80 / FRT 42D, shrbO3  ; 

tubGAL4 / UAS-KAEDE 

- Hs-FLP; sqh::RFP / if ; FRT 82B , ATPα::YFP / FRT 82B, nls::GFP  
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- w, y, sqhAX3 ; sqh::RFP / Bark::GFP  

- sqh::RFPCRISPR;; ATPα::YFP / +  

- sqh::RFPCRISPR; Bark::GFP / +  

- Hs-Flp ; barkL200 , FRT40A, FRT G13 (w-) / FRT 40A , nls RFP 

- Hs-Flp / (+) ; glidv3 , FRT40A, FRT G13 (w-) / FRT 40A , nls RFP 

- y, w, Hs-Flp / sqh:RFPCRISPR ; glidv3, FRT40A, FRT G13 (w-) /Ubi-nls::RFP, 

FRT40A, DECad::GFPGE23 

- y, w, Hs-Flp / sqh:RFPCRISPR ; barkL200, FRT40A, FRT G13 (w-) /Ubi-nls::RFP, 

FRT40A, DECad::GFPGE23  

Si ce n’est pas précisé, les stocks initiaux sont obtenus via le Bloomington 

Drosophila Stock Center. Les autres stocks utilisés sont E-Cad::GFP (Huang et 

al., 2009) ; barkL200, FRT40A (Byri et al., 2015) ; sqhAX3 ;; sqh-sqh::mCherry 

(Martin et al., 2009) ; sqhAX3 ; sqh-sqh::RFP (R. Karess), FRT(G13-42B) pnutXP 

(Neufeld et Rubin, 1994) ; UAS-svv::GFP, UAS-aurB::GFP et FRT42, shrbO3 

(Mathieu et al., 2013) ; ATPα::YPF et Gli::YFP (Lowe et al., 2014). 

Préparation des échantillons. 

Les pupes vivantes sont posées sur un scotch double face entre des espaceurs 

formés de 4 et 5 lamelles. La case pupale recouvrant la tête et le thorax dorsal 

est enlevée, une lamelle préalablement enduit de Voltalef 10S recouvre l’animal. 

Pour les expériences d’immunomarquage, les thorax dorsaux sont disséqués 

dans du PBS1X et immédiatement fixés par du paraformaldéhyde 4%. 

Pour les observations de TEM, les thorax dorsaux (16h APF) et les disques 

imaginaux d’ailes (larves L3) sont disséqués dans du PBS 1X et immédiatement 

fixés pendant 2h à température ambiante, par du paraformaldéhyde 1%, 2,5% 

glutaraldéhyde dans un tampon cacodylate 0,1M. Puis ils sont placés 1h dans un 

tampon cacodylate osmium tétroxyde 2%, K4[Fe(CN)6] 1,5% suivi de 1 h dans 

un tampon cacodylate 100mM acide tannique 1%, 30 minutes dans l’osmium 
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tétroxyde 2% et 2h dans l’acétate d’uranyle 1%. Après des cycles de 

déshydratation, les échantillons sont intégrés dans une résine Epon-Araldire. 

Immunofluorescence et anticorps 

Les thorax dorsaux sont disséqués, fixés et montés entre lame et lamelles 

comme décrit dans Founounou et al., 2013. Les anticorps primaires sont des 

anticorps de souris anti-Dlg (1 :200), de rat anti-E-Cad (1 :200), de souris anti-Gli 

(1 :100) et de souris anti-Fas3 (1 :500). Les anticorps secondaires couplés à Cy2, 

Cy3 et Cy5 proviennent des laboratoires Jackson (1 :200). 

Imagerie confocale et analyse d’images. 

La microscopie confocale en temps réel est réalisée à une température comprise 

entre 20 et 25°C. Les tissus fixés et vivants sont imagés sur des microscopes 

Leica SP5 et SP8 équipés d’un objectif 63X NA 1.4 et contrôlés par le logiciel 

LAS AF. Les sections confocales sont acquises tous les 0,5 µm. 

L’analyse des données est réalisée grâce au logiciel ImageJ. L’immobilisation 

artificielle du midbody est effectuée par un suivi manuel du midbody. Les 

coordonnées 3D extraites à chaque temps permettent de réaligner 

artificiellement les images pour générer les kymographes. De la même manière, 

la distance entre le midbody et les jonctions adhérentes est obtenue par 

extraction des coordonnées 3D de ces deux structures à chaque temps. Les 

coordonnées respectives permettent le calcul de la distance par l’application du 

théorème de Pythagore.  

Photo-conversion de la KAEDE 

Afin de déterminer le moment de l’abscission, la KAEDE est photo-convertie, par 

4 impulsions ponctuelles (bleach point) successives de laser 405nm à une 

puissance de 0.1% pendant 400ms (4 x 100ms), dans une des cellules sœurs à 

un temps déterminé après la transition anaphase (Figure 2B) ou aléatoirement 

dans une cellule avant la division (Figure 2C). 
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Expériences de FRAP. 

Pour évaluer la dynamique de MyoII::RFP et Pnut::mCherry au niveau du 

midbody, des expériences de FRAP (Recouvrement de fluorescence après 

photoblanchiment) sont réalisées sur le midbody de celluels exprimant 

MyoII::RFP ou Pnut::mCherry simultanément à Sep2::GFP, utilisé pour le suivi 

du midbody au cours du temps. La fluorescence rouge est éteinte par une 

impulsion ponctuelle (bleach point) de laser 561nm à une puissance de 30% 

(Pnut::mCherry) et 40% (MyoII::RFP) pendant 500ms. Les images confocales 

sont ensuite acquises toutes les 2 minutes. 

Pour déterminer la dynamique des composants de jonctions septées, dans les 

cellules en division ou en interphase, les expériences de FRAP sont réalisées sur 

des tissus exprimant ATPα::YFP, Bark::GFP ou Gli::YFP simultanément à 

MyoII::RFP. Une région d’intérêt correspondant à la jonction entière (cellule en 

interphase) ou à la structure en forme de doigt à proximité du midbody (cellule 

en division) est photo-blanchie par une impulsion de laser 488nm à une 

puissance de 100% pendant 100ms. Les images confocales sont ensuite 

acquises toutes les 5 minutes. 

Mesure du recouvrement de fluorescence après photoblanchiment. 

Sur des kymographes, focalisés sur la jonction d’intérêt, à -1µm, -2µm ou au 

niveau du midbody, l’intensité moyenne de fluorescence de 13 pixels est 

mesurée au cours du temps. Ceci est réalisé pour la jonction photo-blanchie (A), 

les jonctions contrôles (3 pour les cellules en interphase, 1 pour les cellules en 

mitose (doigt opposé)) (C) et 3 bruits de fond (B). La différence entre la moyenne 

des contrôles et la moyenne des bruits de fond est estimée par un modèle 

polynomial d’ordre 2 (T). Le ratio (R) de l’intensité de fluorescence est calculé par 

l’équation suivante : R = A – moyenne (B) / T. Enfin, pour comparer les différentes 

conditions, les 3 valeurs mesurées avant photoblanchiment sont normalisées à 

1. 
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Observations et analyses des données de TEM. 

Les blocs rigides dans lesquels sont inclus les échantillons sont découpés à l’aide 

d’un diamant de coupe à 90° (Diatome, Biel, Suisse) pour délimiter la zone 

d’intérêt, en se basant sur des marques précédemment effectuées au laser. Pour 

les observations classiques de TEM, les échantillons sont directement découpés 

en fines sections grâce à un diamant à 35°(Diatome, Biel, Suisse). Pour les 

analyses à haute résolution, les sections sont collectées sur une grille à fentes 

recouvertes de formvar (EMS) et analysées avec un microscope électronique 

JEOL JEM-1400, fonctionnant à 80kV et équipé d’une caméra Gatan Orius SC 

1000 pilotée par le programme Digital Micrograph. 

Pour les analyses en 3 dimensions, les blocs rigides sont fixés par de la super 

glue à une broche de cryo-fixation en aluminium (cyanoacrylate, Permabond). 

Pour la découpe, un grand soin est pris pour orienter l’échantillon de façon à ce 

que le plan d’imagerie soir perpendiculaire à l’axe de la broche afin de former 

une face trapézoïdale d’environ 500x500x150µm, finalement monté sur un 

Gatan-3view d’un microscope électronique à balayage FEI Quanta 250 FEG. 

Les données brutes sont converties en une pile de fichiers MRC par le logicile 

IMOD. Le bruit d’imagerie est lissé par un lissage gaussien standard afin de 

faciliter la segmentation manuelle des images. 

L’analyse des données de TEM est réalisée sous le logiciel Fiji et le module IMOD 

3Dmod pour les annotations de régions particulières et la modélisation. Illustrator 

est utilisé pour l’alignement des séries de sections et la coloration artificielle des 

différentes zones de l’image. 
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