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Figure 1 : Le cycle cellulaire et les différents points de contrôles. En interphase, un 

premier point de contrôle (G1/S) est chargé de vérifier l’état de l’ADN avant le début de la 

phase de réplication (S). Le second point de contrôle (G2/M) contrôle que la réplication est 

terminée et s’est correctement déroulée pour éviter la propagation d’erreurs dans le code 

génétique. Enfin, le troisième point de contrôle, le « spindle assembly checkpoint » ou point 

de contrôle d’assemblage du fuseau mitotique (SAC), est en charge de vérifier que tous les 

kinétochores de tous les chromosomes sont correctement attachés au fuseau pour éviter une 

mauvaise ségrégation de l’information génétique dans les deux cellules filles. 
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 Avant-propos I.

 

Le cycle cellulaire coordonne la vie de la cellule. Il est divisé en plusieurs étapes. La 

première, appelée phase G1 pour « Gap 1 », est une phase de croissance lors de laquelle la 

cellule accumule le matériel nécessaire à l’accomplissement de la phase suivante (protéines, 

acides nucléiques, etc.). Lors de la phase de synthèse, dite phase « S », le matériel génétique 

sous la forme de chromosomes est dupliqué. Une fois cette duplication correctement achevée, 

commence la seconde phase de croissance, la phase G2. Cette étape est également une période 

de croissance et de synthèse protéique. Elle est aussi caractérisée par la séparation et la 

maturation des centrosomes, structure nécessaire à l’ultime étape du cycle cellulaire. Lorsque 

tout est prêt, débute la phase M « mitose » ou division cellulaire. C’est lors de cette étape 

cruciale que la cellule ségrége de manière égale l’information génétique dans les deux cellules 

filles qui vont se former (Figure 1). 

 

Afin que toutes ces étapes se déroulent correctement, des points de contrôles (ou 

checkpoints) sont mis en place avant chaque transition de phase (Figure 1). Leur but est de 

contrôler que tout s’est déroulé correctement et qu’il n’y a aucun risque pour la cellule à 

passer à l’étape suivante. En cas de problèmes, ils peuvent bloquer la progression du cycle, 

allant même jusqu'à déclencher la mort par apoptose si les défauts sont trop importants. Parmi 

eux, le point de contrôle d’assemblage du fuseau (ou « Spindle Assembly Checkpoint », SAC) 

est le checkpoint le plus important en mitose. Son rôle est de s’assurer que tous les 

chromosomes sont correctement attachés au fuseau afin d’éviter des erreurs de ségrégation 

menant à des anomalies de répartition et à une aneuploïdie. Il agit en bloquant la dégradation 

rapide de la Cycline B (CycB) qui est nécessaire à la sortie de mitose. De nombreuses 

stratégies anticancéreuses ciblent particulièrement ce checkpoint pour bloquer la prolifération 

cellulaire et ainsi limiter la croissance tumorale. Cependant, les moyens thérapeutiques 

actuellement utilisés entraînent de nombreux effets secondaires. Par exemple, les drogues 

stabilisant ou déstabilisant les microtubules (Mt) ont de graves effets neurotoxiques. 

 

Depuis peu, de nouvelles stratégies émergent et notamment celle de l’inhibition du 

SAC. Cela entraîne, in vitro sur des cellules en culture, une sortie prématurée de mitose et 

l’apparition d’une forte aneuploïdie conduisant à la mort cellulaire (Janssen, Kops, and 

Medema 2011). C’est dans cette optique que s’inscrit mon projet de thèse. Nous avons voulu 
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tester, in vivo, si l’induction d’une forte aneuploïdie dans un modèle tumoral chez la mouche 

(tumeur du système nerveux central de la larve, SNC) était capable d’affecter la prolifération 

cellulaire et la tumorigénèse. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser une approche utilisant des 

mutants non fonctionnels du SAC combinés à des mutants impliqués dans la formation du 

fuseau (pour générer de l’aneuploïdie) et responsables de la formation de tumeurs dans le 

SNC. Les résultats ont montré qu’avec le mutant du fuseau sas-4, l’aneuploïdie générée en 

absence de SAC actif compromet la prolifération cellulaire et la tumorigénèse. Cependant, de 

manière très surprenante, pour le mutant aurora-A (aurA), l’absence de SAC actif n’entraîne 

pas d’aneuploïdie et ne compromet ni la prolifération cellulaire ni la tumorigénèse. Cela nous 

a conduit à investiguer le rôle d’Aurora-A (AurA) et permis de mettre en évidence un effet de 

la perte de son activité kinase sur la dégradation d’une protéine majeure de la sortie de mitose, 

la CycB. La CycB doit être rapidement dégradée après la satisfaction du SAC pour permettre 

la sortie de mitose et, en absence d’AurA, cette dégradation est fortement ralentie (en 

présence ou en absence de checkpoint). De façon indépendante du SAC, la mitose se déroule 

plus lentement, ce qui laisse suffisamment de temps à la cellule pour corriger les problèmes 

de formation du fuseau et pour correctement ségréger ses chromosomes. Le pouvoir 

tumorigénique des mutants aurA n’est donc pas modifié en absence d’un SAC fonctionnel.  

 

Mes travaux de thèse ont donc permis de mettre en évidence que dans un mutant sas-4, 

une forte aneuploïdie induite compromet la prolifération cellulaire. Cette étude a également 

mis en lumière un nouveau rôle important pour la protéine AurA dans la dégradation de la 

CycB et la sortie de mitose chez la drosophile.  
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 La kinase AurA II.

 

AurA est une sérine/thréonine kinase, dont le site de phosphorylation consensus est 

défini comme R/K/N-R-X-S/T-B (où B peut être n’importe quel résidu hydrophobe à 

l’exception de la proline (Ferrari et al. 2005)). Cette kinase a été découverte en 1993-1994 

lors d’un crible, effectué chez la levure, visant à identifier de nouveaux gènes impliqués dans 

la ségrégation des chromosomes (Chan and Botstein 1993; Francisco, Wang, and Chan 1994). 

Le gène identifié, nommé « increase in ploïdy 1 » (Ipl1) code pour le seul orthologue identifié 

d’AurA chez S. cerevisiae. En 1995, David Glover et collaborateurs identifient chez la 

drosophile un gène important pour la séparation des centrosomes qu’ils nomment « Aurora », 

en référence aux aurores boréales (Glover et al. 1995). Ils observent que la perte de ce gène 

cause la formation de fuseaux mitotiques monopolaires et un arrêt en mitose au cours du 

développement embryonnaire. En 1997, Kimura et collaborateurs identifient l’orthologue 

humain, une protéine de 402 acides aminés et d’environ 45,9 kilodaltons (kDa). Ils observent 

qu’elle est surtout retrouvée dans les testicules et dans les cellules en prolifération (dont les 

cellules cancéreuses HeLa). Les auteurs confirment que la kinase se localise aux pôles du 

fuseau en mitose et démontrent que ses niveaux d’expression et d’activité sont régulés au 

cours du cycle. Ils atteignent leur maximum en G2/M puis diminuent ensuite rapidement 

(Kimura et al. 1997). Par la suite, l’étude de nombreuses lignées tumorales a montré qu’AurA 

est surexprimée dans de nombreux cancers et que cela est corrélé à l’amplification de la 

région chromosomique où se situe le gène d’AurA (20q13.2). Elles ont aussi montrée que la 

surexpression de la kinase constitutivement active était capable de transformer des cellules 

(Bischoff et al. 1998). Cette découverte a ouvert la voie à de nombreuses recherches sur AurA 

comme une potentielle cible anti-cancer. La question de sa régulation a été particulièrement 

investiguée et de nombreuses études sont venues montrer un important rôle mitotique (au 

niveau du centrosome et du fuseau mitotique) pour AurA. L’implication de la kinase dans 

d’autres processus commence également à être mise en évidence. 
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Figure 2 : Structure de la kinase AurA humaine. AurA est une sérine/thréonine 

kinase de 403 acides aminés qui comprend un domaine kinase (acides aminés 133 à 383). Ce 

domaine comprend la « G-loop » qui a un rôle dans le transfert de phosphate et l’échange 

ATP/ADP durant le cycle catalytique. L’association du motif His-Arg-Asp (HRD) et la 

position de la boucle d’activation mobile, qui commence par le motif Asp-Phe-Gly (DFG), 

déterminent l’état d’activation de la kinase. Cette boucle contient le résidu T288 dont la 

phosphorylation est nécessaire à l’activation d’AurA. AurA possède également deux boites, la 

« A-box » en N-terminal et la « D-box » en C-terminal, qui participent à la régulation de sa 

dégradation. 
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A. Structure de la kinase 

 

AurA est constituée de 403 acides aminés chez l’homme et 411 chez la drosophile. Elle 

possède un domaine kinase très conservé au cours de l’évolution entre les acides aminés 133 à 

383 chez l’homme (154 à 406 chez la drosophile) (Figure 2). Il est organisé selon un schéma 

dit en épine « spine » commun à tous les domaines kinase (Kornev and Taylor 2010) : il se 

compose de deux lobes au cœur desquels se trouve le site actif. La partie N-terminale se 

compose d’une structure appelée « N-lobe » composée de 5 brins β (β1-5) organisés en 

feuillets antiparallèles puis d’une petite hélice α (αB) suivie d’une seconde hélice α (αC). 

Malgré une certaine rigidité due à la présence d’un feuillet β, le « N-lobe » est très malléable : 

l’hélice αC va en effet bouger en fonction de l’état d’activation de la kinase. Au sein du 

feuillet β se trouve également une petite boucle riche en glycine appelée « G-loop » qui joue 

un rôle important dans le transfert de phosphate et l’échange ATP/ADP durant le cycle 

catalytique (Kornev and Taylor 2010). La partie C-terminale contient le « C-lobe » composé 

de 7 hélices α (αD-I) et deux brins β (β6-9). Il va servir de point d’ancrage pour le substrat. 

Ce domaine contient le motif « HRD » (His-Arg-Asp en position 254-256) ainsi que la boucle 

d’activation mobile dont la position et la conformation déterminent si la kinase est active ou 

non. Cette boucle s’étend des résidus 274 à 299 et commence par un motif de liaison au 

magnésium « DFG » (Asp-Phe-Gly). Au sein de cette boucle, l’orientation du résidu F275 en 

direction du site catalytique détermine l’état d’activation de la kinase. Dans cette boucle 

également, le site de phosphorylation T288 est nécessaire à l’activation par 

autophosphorylation ou par des partenaires (détaillé dans la partie B de cette introduction). 

Par exemple, la liaison d’un partenaire majeur « targeting protein for Xklp2 » (TPX2) permet 

le placement du résidu T288 phosphorylé en face du résidu R225 du motif « HRD », ce qui 

forme un pont salin et rend la kinase active (Bayliss et al. 2003; Nikonova et al. 2013). 
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B. La régulation d’AurA 

1. Au niveau transcriptionnel 
 

Le niveau d’ARN messager d’AurA fluctue au cours du cycle pour atteindre son 

maximum en G2/M (Kimura et al. 1997). La régulation de cette expression transcriptionnelle 

est encore mal connue mais quelques éléments viennent éclaircir le mécanisme. Le promoteur 

du gène AurA contient une séquence de 7 paires de base en 5’ (CTTCCGG) qui est capable 

de lier la sous-unité 60 du complexe de transcription « adenovirus E4 gene transcription factor 

1 » (E4TF1). La co-expression d’E4TF1-60 et E4TF1-53 augmente l’activité promotrice du 

gène AurA et la régulation spécifique de son expression au cours du cycle semble mettre en 

jeu la région CDE/CHR (« cell cycle-dependent element » (CDE) et « cell cycle genes 

homology region » (CHR)) qui se situe en amont de la région CTTCCGG (Masatsugu Tanaka 

et al. 2002). Le complexe « thyroid hormone receptor-associated protein 220/ mediator of 

RNA polymerase II transcription subunit 1 » (TRAP220/MED1 - un complexe qui recrute 

sélectivement le complexe TRAP/mediator qui fait le lien entre les protéines de liaison à 

l’ADN et l’ARN polymérase II) semble également être impliqué. Des expériences 

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) montrent que ce complexe est capable de lier 

directement le promoteur d’AurA, ce qui est nécessaire à l’expression de ce gène 

(Udayakumar et al. 2006). Le facteur de transcription « E2F transcription factor 3 » (E2F3) 

est également capable de se fixer sur le promoteur d’AurA et son expression ectopique 

entraîne une surexpression de la kinase, un fait observé dans certains cancers de l’ovaire (He 

et al. 2008). 

 

2. Au niveau post-traductionnel 

a. Activation par le calcium 
 

AurA a besoin d’être activée afin de pouvoir jouer son rôle de kinase. Une des voies 

d’activation passe par le calcium (Ca2+). Il a été montré que des stimuli causant le relargage du 

Ca2+ de ses réserves intracellulaires sont suffisant pour activer rapidement et transitoirement 

AurA. Cette activation est modulée par la liaison directe de la protéine « Ca2+ dependant 

calmodulin » (CaM) sur de multiples motifs de la kinase en N- et C-terminal (notamment 

entre les acides aminés 33 et 89). La phosphorylation des sérines S51, S53 ou S54 et S66/S67 

est importante pour la régulation de la liaison de CaM. Cette activation d’AurA dépendante 
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du calcium est requise pour le désassemblage du cil (décrit en partie II.D.2.) et pour la 

progression en mitose via la modulation de l’interaction d’AurA avec son partenaire « neural 

precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 9 » (NEDD9 - décrit en 

partie II.C.1.b.) (Plotnikova et al. 2010; Plotnikova et al. 2012).  

 

b. Activation par phosphorylation 
 

La voie d’activation principale d’AurA passe par la phosphorylation de plusieurs 

résidus et a été largement étudiée. La première évidence d’une régulation par phosphorylation 

vient des travaux d’Andrésson et Ruderman qui montrent que cela est nécessaire pour la 

transition G2/M (Andrésson and Ruderman 1998). Le résidu le plus important est la thréonine 

T288 comprise dans la boucle d’activation du domaine catalytique (« T-loop »). Sa 

phosphorylation est régulée et nécessaire à l’activation d’AurA au cours du cycle et 

correspond à un mécanisme conservé d’activation des sérine/thréonine kinases (Littlepage et 

al. 2002; Walter et al. 2000). Il est proposé aujourd’hui un modèle dans lequel AurA est 

capable de s’auto-activer par autophosphorylation sur la T288. Le mécanisme mis en jeu est 

encore débattu entre d’une part, une activation intramoléculaire supportée par des données 

biochimiques et de modélisation et, d’autre part, un mécanisme intermoléculaire supporté par 

des données biochimiques et de cristallographie (Dodson et al. 2013; Zorba et al. 2014). 

 

Un important médiateur de la phosphorylation de la T288 est TPX2. TPX2 est le 

partenaire majeur d’AurA (et le plus étudié) capable de l’activer au niveau du fuseau (décrit 

en partie II.C.3.a.). L’interaction entre AurA et TPX2 a été mise en évidence suite à un crible 

protéomique sur extrait mitotique de cellules HeLa. Dans cette étude, les auteurs ont montré 

que la partie N-terminale de TPX2 est capable, seule, d’interagir directement avec la partie C-

terminale d’AurA (Kufer et al. 2002). Une analyse par cristallographie de l’interaction entre 

TPX2 et AurA a mis en évidence que lorsque TPX2 n’est pas lié à la kinase, la T288 est dans 

une configuration qui la rend accessible aux phosphatases. Inversement, la liaison de TPX2 

empêche l’inactivation d’AurA par les phosphatases (Eyers et al. 2003; Tsai et al. 2003) et 

bloque AurA dans une conformation active (Bayliss et al. 2003). Elle permet également à 

AurA de s’auto-phosphoryler. L’ajout in vitro de TPX2 avec AurA déphosphorylée entraîne 

sa re-phosphorylation dépendante de l’ATP. Il a également été démontré que seule la partie 

N-terminale de TPX2 est nécessaire pour activer AurA in vitro et bloquer l’action de la 

protéine phosphatase PP1 (Eyers and Maller 2004). Récemment, il a été suggéré que la liaison 
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de TPX2 à AurA active la kinase de manière allostérique en plaçant la boucle d’activation de 

la kinase dans une configuration « active » malgré l’absence de phosphorylation sur la T288 

in vitro (Dodson and Bayliss 2012; Zorba et al. 2014). Ce mécanisme pourrait être valable in 

vivo car des travaux réalisés chez le nématode Caenorhabditis elegans montrent un « pool » 

d’AurA lié à TPX2 sur le fuseau et exempt de phosphorylation sur la T201 (T288) (Toya et al. 

2011). De manière intéressante, la phosphorylation de TPX2 par Plx1, l’homologue chez le 

xénope de « polo-like kinase 1 » (Plk1), augmente sa capacité à activer AurA (Eckerdt et al. 

2009). 

 

L’activation d’AurA semble également impliquer le complexe CycB-Cdk1. L’activité 

kinase de « cyclin-dependent kinase 1 / cell division cycle protein 2 homolog » (Cdk1/Cdc2) 

est nécessaire et suffisante pour permettre la phosphorylation d’AurA et son activation dans 

des ovocytes de xénope. Cdk1 ne semble pas la phosphoryler directement mais permettrait 

plutôt son activation par l’inhibition des protéines phosphatases PP1 ou PP2A (Marumoto et 

al. 2002; Maton et al. 2003; Maton et al. 2005). D’autres sites de phosphorylation d’AurA ont 

été identifiés. Chez le xénope, sont retrouvés les sites S12, S53, T103, S116, T122, T295, 

S349 mais seul le site T295 (qui correspond au T288 humain) semble nécessaire à son 

activation (Eyers and Maller 2004; Haydon et al. 2003). La protéine kinase « LIM domain 

kinase 2 » (LIMK2), qui est un substrat d’AurA, régule également son activation en exerçant 

un rétrocontrôle positif. AurA phosphoryle LIMK2 sur les résidus S283, T494 et T505, ce qui 

régule son activité kinase et son niveau protéique en inhibant son ubiquitinylation et sa 

dégradation. En réponse, le domaine LIM de LIMK2 permet sa liaison à AurA et cela 

favorise, en association avec son activité kinase, la stabilisation d’AurA (Johnson et al. 2012). 

 

 Par ailleurs, il a été montré in vitro que la protéine inhibitrice des phosphatases 

« phosphatase inhibitor 2 » (I-2) stimule directement l’activité d’AurA. Cela ne semble pas dû 

à l’inhibition de PP1 car l’activation d’AurA n’est pas perturbée par la délétion du motif de 

liaison d’I-2 sur PP1. Les auteurs suggèrent que I-2 est un activateur allostérique (comme 

TPX2) en plus d’un inhibiteur de PP1 pour l’activation d’AurA (Satinover et al. 2004). 

 

D’autres interacteurs d’AurA ayant un rôle d’activateurs locaux sont présentés en 

partie II.C. et Tableau 1. 
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c. Régulation via les phosphatases 
 

Comme l’activation d’AurA passe par la phosphorylation de la T288, les phosphatases 

jouent un rôle important dans l’inactivation de la kinase. La phosphatase PP1 est capable, in 

vitro, de déphosphoryler AurA et, in vivo. L’acide okadaïque (un inhibiteur des phosphatases) 

est capable d’augmenter la phosphorylation d’AurA (Walter et al. 2000). AurA possède deux 

sites de liaison pour PP1 et cette liaison est maximale en mitose. PP1 est capable, in vitro, de 

déphosphoryler AurA pour l’inactiver. In vivo, les mutants d’AurA incapables de lier PP1 

sont donc hyperphosphorylés mais, de manière inattendue, leur activité est réduite (Katayama 

et al. 2001). Cette baisse d’activité est probablement due au fait que la perte d’interaction 

entre les deux protéines entraîne une trop forte phosphorylation d’AurA et que certaines de 

ces phosphorylations sont déstabilisatrices (la S349 chez le xénope) (Pascreau et al. 2008). A 

ce jour, le rôle de PP1 sur l’inactivation d’AurA n’est pas clairement démontré, cette 

interaction semble plutôt nécessaire au bon déroulement de la mitose. 

 

 Une autre phosphatase qui semble être impliquée dans la régulation d’AurA est PP2A. 

Les deux protéines co-localisent aux pôles du fuseau mitotique durant la mitose, sont 

présentes dans le même complexe et sont chacune nécessaires pour la localisation de l’autre. 

En pratique, la phosphorylation de la sérine S51 d’AurA permet la liaison de PP2A à AurA et 

les auteurs suggèrent que cette association entraîne la dégradation d’AurA via le protéasome 

(décrit en partie II.B.3.) en déphosphorylant cette sérine (Horn et al. 2007). 

 

Le complexe phosphatase majeur pour l’inactivation d’AurA est PP6. La déplétion de 

PP6 en cellule humaine entraîne une augmentation de l’activité kinase d’AurA en stabilisant 

le complexe AurA-TPX2 et sa phosphorylation sur la T288. PP6 est à ce jour la seule 

phosphatase montrée comme capable de déphosphoryler AurA dans sa « T-loop » bien que le 

mécanisme ne soit pas encore identifié (Hammond et al. 2013; Zeng et al. 2010). 

 

d. Inactivation intramoléculaire 
 

En plus de l’effet des phosphatases pour inactiver une AurA déjà active, il existe un 

mécanisme intramoléculaire qui prévient l’auto-activation de la kinase. En conformation 

inactive, la partie N-terminale de la kinase (domaine Nt, 1-128) interagit et bloque la partie C-

terminale catalytique (domaine Cd, 129-403, domaine d’activation et domaine kinase). Le 



 

12 
 

retrait de la partie N-terminale d’AurA induit une plus grande activité kinase (Zhang et al. 

2007). Ce mécanisme d’auto-inhibition peut être bloqué par l’action d’un activateur d’AurA, 

Ajuba. Ajuba est une protéine à domaine LIM (domaine qui participe aux interactions 

protéine-protéine) capable d’induire l’autophosphorylation d’AurA en se liant sur la partie N-

terminale pour inhiber l’interaction entre les Nt et Cd (Bai et al. 2014). 

 

3. Au niveau de la dégradation dépendante du protéasome 

a. Dégradation dépendante de la voie de l’ubiquitine 
 

En fin de mitose, AurA est rapidement dégradée et un traitement par des inhibiteurs du 

protéasome empêche cette dégradation et entraîne un enrichissement en forme poly-

ubiquitinylée d’AurA par « l’anaphase promoting complexe / cyclosome » (APC/C), une E3 

ubiquitine ligase (Honda et al. 2000). Chez le xénope, deux boites de dégradations « D-box » 

au motif RxxL ont été identifiées dans la partie C-terminale, les D1 (acides aminés 293-301, 

contient la T295) et D2 (acides aminés 378-385), et sont conservées au cours de l’évolution 

(Figure 2). La mutation des deux boites RxxL en RxxI entraîne la perte de l’ubiquitinylation 

de la kinase et de sa destruction (Arlot-Bonnemains et al. 2001). Il existe également une autre 

boite, en N-terminal, qui confère la spécificité de dégradation d’AurA (les « D-box » étant 

présentes aussi chez Aurora-B (AurB)), la « D-box activating domain » ou DAD (acides 

aminés 44-55) (Castro, Vigneron, et al. 2002). Ce domaine DAD est crucial pour permettre 

l’activation du signal de dégradation des D1 et D2, et notamment la sérine S53 (Horn et al. 

2007) (Figure 2). Des travaux réalisés en parallèle, toujours chez le xénope, ont apporté les 

mêmes conclusions quant à la nécessité des « D-box » et de la « DAD » ou de la « A-box » 

qu’ils ont identifié (acides aminés 34-68). Ils montrent également que la mutation de la S53 

en Asp bloque la destruction d’AurA et proposent que la déphosphorylation de la S53 en fin 

de mitose permet sa dégradation (Littlepage and Ruderman 2002). Ces séquences et 

l’importance de la S53 ont été confirmées chez l’homme quelques années plus tard (Crane, 

Kloepfer, and Ruderman 2004; Kitajima et al. 2007). 

 

Afin d’ubiquitinyler ses substrats, l’APC/C agit avec l’aide de cofacteurs ; « cell-

division cycle protein 20 / fizzy » (Cdc20) et « fizzy/cell division cycle 20 related 1 » (Cdh1), 

qui lui permettent une spécificité de substrat spatio-temporelle. D’abord identifié chez le 

xénope puis chez l’humain, le cofacteur qui est associé à la dégradation d’AurA est Cdh1. En 
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effet, l’expression ectopique de Cdh1 suffit à entraîner la dégradation d’AurA alors que celle 

de Cdc20 n’en est pas capable (Castro, Arlot-Bonnemains, et al. 2002; Crane, Kloepfer, and 

Ruderman 2004; Littlepage and Ruderman 2002; Taguchi et al. 2002). Cette dégradation via 

Cdh1 requiert également l’activité de la kinase Plk1. Plk1 contrôle la phosphorylation de 

Cdc14A qui va elle-même contrôler la phosphorylation de Cdh1 et lui permettre d’être 

pleinement active pour la dégradation d’AurA ; Plk1 va donc entraîner la dégradation d’AurA 

en activant (indirectement) l’APC/C-Cdh1 (Leuken et al. 2009). Le rôle important de la 

kinase Plk1 dans les fonctions d’AurA est détaillé plus loin (Partie II.C.2.c.).  

 

 D’autres E3 ligases sont également capables de réguler l’ubiquitination d’AurA. 

Parmi elles, « checkpoint with forkhead and ring finger domains, E3 ubiquitin protein ligase » 

(Chfr) est capable d’interagir physiquement avec AurA et de l’ubiquitinyler in vitro et in vivo. 

Dans des fibroblastes, il a été montré que le niveau de la kinase est inversement proportionnel 

à celui de Chfr, mais le mécanisme précis reste à élucider (Yu et al. 2005). AurA et une autre 

E3 ligase « Skp-cullin1-F-box protein, F-box and leucine-rich repeat protein 7 » (SCFFBXL7) 

localisent toutes deux au centrosome durant la formation du fuseau. Le composant de ce 

complexe, FBXL7, interagit avec AurA en mitose et est capable de la poly-ubiquitinyler afin, 

d’après les auteurs, de contrôler son niveau spécifiquement en mitose (Coon et al. 2012). 

 

Des phosphorylations ou des protéines partenaires vont être capable de moduler 

l’ubiquitination et la dégradation d’AurA par Cdh1. La liaison de TPX2 suffit, par exemple, à 

protéger AurA car, dans des cellules déplétées en TPX2, la réexpression du fragment de 

liaison à AurA est suffisant pour empêcher sa destruction (Giubettini et al. 2011). La liaison 

de PUM2 (une protéine de liaison à l’ARN) sur la « D-box » entraîne également une 

stabilisation d’AurA et une augmentation de son activité kinase in vitro (Huang et al. 2011). 

La protéine UPS2a, membre de la famille des « ubiquitin specifique cysteine protease » (une 

désubiquitinylase, DUB), régule la stabilité d’AurA en la désubiquitinylant. La baisse du 

niveau d’UPS2a par ARN interférence (ARNi) entraîne une baisse du niveau d’AurA (Shi et 

al. 2011). La surexpression de « IQ motif containing GTPase activating protein 1 » 

(IQGAP1), une protéine d’échafaudage et partenaire d’AurA, est capable de stabiliser la 

kinase au contraire de sa déplétion qui entraîne sa dégradation (Yin et al. 2012). Enfin, le 

partenaire d’AurA dans ses fonctions au niveau du cil, NEDD9 (présenté partie II.D.2) joue 

également un rôle dans la stabilité de la kinase. La liaison de NEDD9 à AurA est importante 

pour cette tâche et sa perte, dans des cellules du cancer du sein, entraîne une dégradation 
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d’AurA dépendante du protéasome. Ainsi, La mutation de la S296 de NEDD9 en acide 

glutamique suffit à rompre la liaison des deux protéines et entraîne la dégradation d’AurA 

(Ice et al. 2013). 

 

Certaines phosphorylations d’AurA vont en revanche réguler sa dégradation. D’abord, 

la phosphorylation de la T288 semble, en plus d’activer AurA, réguler sa stabilité et entraîner 

sa dégradation (sûrement pour éviter une trop forte activité kinase) tout comme la 

phosphorylation de la S349 (chez le xénope) (Pascreau et al. 2008; Walter et al. 2000). 

 

b. Dégradation indépendante de la voie de l’ubiquitine 
 

Il existe également une voie de dégradation d’AurA indépendante de l’ubiquitine. 

Cette voie fait intervenir la protéine « AurA interacting protein » (AIP). AIP est capable 

d’interagir avec AurA in vivo et a été, dans un premier temps, montrée comme un régulateur 

négatif de la kinase. Une expression ectopique d’AIP résulte en une baisse des niveaux 

d’AurA par une dégradation de manière dépendante de l’APC/C (Kiat, Hui, and Gopalan 

2002). Plus tard, il a été mis en évidence que cette dégradation se fait indépendamment de 

l’ubiquitination d’AurA (Shen Kiat Lim and Gopalan 2007). Ce mécanisme semble passer par 

« antizyme1 » (Az1), un médiateur de la dégradation indépendante de l’ubiquitine. En effet, la 

surexpression d’Az1 entraîne une perte d’AurA et les deux protéines peuvent interagir toutes 

les deux. Par ailleurs, AIP ne semble pas pouvoir induire la dégradation d’AurA sans Az1 (S. 

K. Lim and Gopalan 2007). Les auteurs proposent que le rôle d’AIP est de servir de 

catalyseur à la formation du complexe Az1-AurA pour la dégradation de cette dernière. La 

kinase « glycogen synthase kinase-3 β » (GSK-3β) participe également à la stabilité d’AurA 

en interagissant avec AIP. Les trois protéines co-localisent aux pôles du fuseau en début de 

mitose et la perte de GSK-3β conduit à une stabilisation et une activation d’AurA en début de 

mitose. AIP est phosphorylée par GSK-3β et un mutant d’AIP qui n’est plus capable 

d’interagir avec GSK-3β peut se lier et réguler négativement AurA plus efficacement (Fumoto 

et al. 2008).  

 

Une autre étude vient contredire ce rôle d’AIP dans la dégradation d’AurA. Katayama 

et collaborateurs ont montré qu’elle serait plutôt impliquée dans la stabilisation de la kinase et 

non dans sa dégradation. Ils mettent en évidence qu’AIP est phosphorylée par AurA sur la 

sérine 70 et que cette phosphorylation permet la stabilisation d’AIP. Ils montrent également 
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que la déplétion d’AIP par ARNi entraîne une baisse d’AurA dans trois lignées cellulaires 

différentes ainsi qu’un arrêt en G2/M, compatible avec un défaut d’AurA (Katayama et al. 

2007). 

 

Une autre protéine semble également impliquée dans la voie de dégradation d’AurA 

indépendante de l’ubiquitine, « phosphorylates Fas associated factor-1 » (FAF1). AurA est 

capable de phosphoryler FAF1 sur les S289/291 et la surexpression d’un mutant S289/291D 

réduit le niveau d’AurA de manière dépendante du protéasome mais indépendante de la voie 

de l’ubiquitinylation (elle réduit aussi les niveaux d’AurA S51D) (Jang et al. 2008).  
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Figure 3 : Localisation d’AurA au cours du cycle cellulaire. En G1, la quantité 

d’AurA dans la cellule est très réduite. Elle commence à s’enrichir aux centrosomes à 

l’approche de la mitose en G2/prophase. En prométaphase et en métaphase, AurA est 

fortement présente au niveau des pôles du fuseau mitotique. En anaphase, le niveau de la 

kinase commence à décroître et elle est faiblement associée aux centrosomes ainsi qu’au 

fuseau central. En cytodiérèse, elle ne se localise plus qu’au « mid-boby ». Inspiré de 

(Carmena and Earnshaw 2003). 
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C. Les rôles d’AurA en mitose 

 
Au cours de la mitose, AurA se localise à différents endroits de la cellule où elle joue 

des rôles bien particuliers (Figure 3). Elle est présente au centrosome où elle va participer aux 

mécanismes de maturation et de séparation mais également réguler l’entrée en mitose. AurA 

est également retrouvée sur les Mt du fuseau où elle participe à la mise en place de cette 

structure mitotique. 

 

1. Les activateurs d’AurA pour ses fonctions aux centrosomes 
 

A l’aide d’un crible par double hybride, Ajuba a été identifiée comme un partenaire 

d’AurA puis comme un substrat. Les deux protéines sont localisées aux centrosomes dans les 

cellules HeLa en phase G2/M du cycle cellulaire et Ajuba est capable d’induire 

l’autophosphorylation d’AurA et son activation par interaction physique (Hirota et al. 2003) 

(voir partie II.B.2.d). Ces observations laissent penser que Ajuba est un activateur essentiel 

d’AurA. La régulation de cette interaction est mal connue mais semble faire participer la 

kinase « large tumor suppressor kinase 2 » (Lats2). Lats2, une sérine/thréonine kinase, est 

phosphorylée par AurA sur la sérine S83 et cela est nécessaire à sa localisation au centrosome 

(Toji et al. 2004). Par ailleurs, Lats2 est capable de phosphoryler Ajuba au centrosome et il 

est intéressant de noter que la déplétion de Lats2, ou d’Ajuba, entraîne une perte du 

recrutement de la γ-tubuline (γ-tub)  au centrosome (qui est régulée par AurA) (Abe et al. 

2006). Cela laisse donc penser qu’il pourrait exister une boucle de régulation entre Lats2, 

Ajuba et AurA. Cependant, chez la drosophile, et plus particulièrement dans les cellules 

souches neurales, les neuroblastes (Nb), bien que la perte de l’homologue d’Ajuba entraîne 

les mêmes défauts de séparation des centrosomes et de fuseaux mal formés que dans le 

mutant aurA, elle n’entraîne pas de défauts d’activation de la kinase au centrosome mais 

plutôt un défaut du maintien de cette dernière (Sabino, Brown, and Basto 2011). De même, 

dans cette étude, les auteurs ne parviennent pas à mettre en évidence une interaction directe 

des deux protéines. Donc chez la drosophile, Ajuba semble requise pour maintenir AurA au 

pôle mais pas pour l’activer. 

 

Bora, une protéine nucléaire relocalisée dans le cytoplasme en début mitose, a été 

identifiée chez la drosophile comme un activateur important d’AurA. Bora (drosophile et 

humaine) est capable de lier et d’activer AurA in vitro. En interphase, c’est une protéine 
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nucléaire qui est relocalisée dans le cytoplasme en mitose sous l’effet de Cdk1 où elle peut 

alors activer cette kinase (Hutterer et al. 2006). La déplétion de la forme humaine de Bora 

entraîne le sur-recrutement d’AurA et TPX2 sur le fuseau, ce qui entraîne des problèmes dans 

sa formation (Chan et al. 2008). Bora est à cette date, le seul activateur connu d’AurA chez la 

drosophile. Bora est régulée par Plk1 qui entraîne sa destruction par phosphorylation d’un site 

reconnu par une ubiquitine ligase (SCFβ-TrCP) qui va ubiquitinyler Bora et l’addresser au  

protéasome. La liaison de Plk1 à Bora nécessite la phosphorylation de la S252 par Cdk1. Par 

ailleurs, la déplétion de Plk1 entraîne une accumulation de Bora, une mauvaise localisation 

d’AurA et un défaut dans la maturation des centrosomes (Chan et al. 2008; De Luca, Lavia, 

and Guarguaglini 2006). Plk1 est donc capable de contrôler les niveaux d’AurA via Bora 

(Chan et al. 2008). Le lien entre les trois protéines et son importance pour l’entrée en mitose 

est détaillé en partie II.C.2.c.  

 

NEDD9/HEF1, une protéine qui joue un rôle dans l’attachement dépendant des 

intégrines au niveau des points d’adhésion focaux est également un activateur d’AurA au 

niveau des centrosomes (Pugacheva and Golemis 2005). « Human enhancer of filamentation 

1 » (HEF1) n’est pas nécessaire à la localisation de la kinase mais l’est pour son activation. 

Ainsi la forme d’HEF1 non phosphorylée s’associe directement avec AurA (mis en évidence 

par co-immunoprécipitation (co-IP) et GST-Pull Down) ce qui aura pour effet d’activer la 

kinase. Dans cette étude, les auteurs ont montré que la surexpression de HEF1 a pour effet de 

sur-activer AurA contrairement à la déplétion de HEF1 qui a l’effet inverse. Ils montrent 

également qu’AurA interagit d’abord avec une forme non phosphorylée de HEF1 pour son 

activation, puis va ensuite la phosphoryler ce qui va avoir pour effet la dissociation du 

complexe.  

 

La forme active de la kinase « p21-activated kinase 1 » (PAK1) est capable de se lier a 

AurA non activée et de l’activer par phosphorylation sur les résidus T288 et S342 (Zhao et al. 

2005). Ces deux sites de phosphorylation avaient déjà été mis en évidence chez le xénope 

comme étant importants pour l’activité d’AurA (Littlepage et al. 2002) mais le travail de Zhao 

et collègues montre pour la première fois un rôle de l’état de phosphorylation de la Sérine 

S342 chez les mammifères. Un mutant pour lequel cette sérine est modifiée en alanine 

présente une activité kinase plus faible qu’une version sauvage d’AurA. Par ailleurs, il est 

aussi intéressant de noter qu’une sur-activation de PAK1 entraîne une sur-activation d’AurA 

dans toute la cellule et non juste au centrosome. 
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Un autre mécanisme d’activation d’AurA démontré récemment implique une autre 

protéine centrosomale, la nucléophosmine (NPM) (Reboutier et al. 2012). Les auteurs ont 

observé que la liaison de la NPM avec AurA entraîne son activation par un mécanisme 

indépendant de la phosphorylation de la T288, comme cela était précédemment décrit pour les 

autres activateurs d’AurA (TPX2 ou PAK1). A l’aide d’une analyse protéomique, Reboutier 

et collaborateurs ont mis en évidence que la liaison de la NPM à AurA entraîne 

l’autophosphorylation de cette dernière sur le résidu S89. In vivo, la mutation de ce dernier 

compromet l’activité de la kinase au centrosome (Reboutier et al. 2012). 

 

« Anti-actin-related protein 2/3 complex subunit 1b » (Arpc1b), une protéine du 

complexe régulateur de l’actine « anti-actin-related protein 2/3 » (Arp2/3), est également un 

activateur d’AurA. Arpc1b est capable de se lier in vitro à AurA et d’améliorer son activité 

kinase. De plus, la déplétion d’Arpc1b empêche l’activation d’AurA au centrosome (Molli et 

al. 2010). « cullin 3 » (CUL3), un membre de la famille des « cullin-RING » ubiquitine-

ligases, et son cofacteur « kelch like family member 18 » (KLHL18) jouent aussi un rôle dans 

l’activation d’AurA au centrosome et lors de l’entrée en mitose. AurA interagit avec KLHL18 

et le complexe CUL3-KLHL18 est capable d’ubiquitinyler la kinase in vivo et in vitro. Les 

auteurs ont montré que cette ubiquitinylation est nécessaire pour l’activation d’AurA (Moghe 

et al. 2012). Mio est un membre très conservé du complexe « Seh1 associated complex 

activates TORC1 / GTPase-activating protein toward Rags 2 » (SEACAT/GATOR2) 

nécessaire pour l’activation de la kinase « mammalian target of rapamycin complex 1 » 

(mTORC1). Elle joue aussi un rôle dans la formation du fuseau et la ségrégation des 

chromosomes en régulant la concentration des kinases Plk1 et AurA actives au centrosome. 

Les cellules déplétées en Mio montrent une réduction de l’activation des kinases ainsi qu’une 

mauvaise localisation de « mitotic centromere-associated kinesin » (MCAK) et « hepatoma 

up-regulated protein » (HURP) ce qui entraîne des problèmes d’assemblage du fuseau (Platani 

et al. 2015). Les auteurs suggèrent un rôle important de la voie mTOR dans l’activation 

d’AurA et Plk1 et la bonne progression mitotique.  

 

Cette liste (non exhaustive) des interacteurs d’AurA démontre le rôle prépondérant des 

partenaires d’AurA dans le contrôle spatio-temporel de son activité aux centrosomes (Figure 

4).  
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Figure 4 : AurA au centrosome. En G2/prophase, AurA se localise au centrosome où 

elle interagit avec différents partenaires qui régulent sa localisation et son activation. Elle a 

également pour rôle de phosphoryler plusieurs substrats impliqués dans les processus de 

maturation et de séparation des centrosomes. 
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2. Les fonctions d’AurA au centrosome 
 

AurA a été identifiée au départ comme étant nécessaire à la séparation des 

centrosomes chez la drosophile (Glover et al. 1995) puis localisée au centrosome mitotique, et 

plus particulièrement autour du matériel péri-centriolaire (PCM) chez différentes espèces 

(Bischoff et al. 1998; Giet et al. 2002; Roghi et al. 1998; Schumacher et al. 1998). Cette 

localisation est régulée au cours du cycle cellulaire (Roghi et al. 1998).  

 

a. Le recrutement d’AurA au centrosome 
 

Le recrutement d’AurA aux centrosomes est assuré par l’interaction avec plusieurs 

partenaires (Figure 4). Parmi eux se trouve « centrosomal protein of 192 kDa » (Cep192). La 

perte de Cep192 résulte en une complète perte de fonction des centrosomes en mitose mais 

pas en interphase. Ces cellules n’arrivent plus à recruter les protéines du PCM comme la γ-

tub, la péricentrine ou encore AurA. La surexpression de Cep192 entraîne quant à elle la 

formation de foci contenant la γ-tub et la péricentrine, ce qui lui suggère un rôle 

d’échafaudage dans la formation du PCM et du fuseau (Gomez-Ferreria et al. 2007). Cep192 

va, via une interaction directe avec sa partie N-terminale, cibler AurA au centrosome. 

L’accumulation d’AurA au centrosome va entraîner son homodimerisation/oligomérisation 

pour permettre potentiellement son activation (Joukov et al. 2010). Ce mécanisme fait 

également intervenir Plk1 et est dépendant de la péricentrine. Cep192 est aussi capable de 

recruter Plk1 au centrosome. AurA et Plk1 vont ainsi pouvoir mutuellement s’activer par 

phosphorylation. Par la suite, la phosphorylation de Cep192 par Plk1 sur de nombreux résidus 

va former des sites de liaisons pour la γ-tub et possiblement d’autres protéines du PCM 

(Joukov et al., 2014).  

 

« LIM domain containing protein LIM kinase 1 » (LIMK1) est une sérine/thréonine 

kinase qui module la dynamique des Mt et de l’actine. LIMK1 joue un rôle important dans la 

localisation d’AurA aux centrosomes. En effet, AurA interagit physiquement avec LIMK1 et 

la phosphoryle sur la sérine S307, ce qui entraîne sa localisation au centrosome où elle 

colocalise avec la γ-tub. LIMK1 est également capable de phosphoryler AurA et cet 

événement est important pour sa localisation aux pôles et la régulation de la formation du 

fuseau mitotique (Ritchey et al. 2012).  
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Une fois localisée aux centrosomes, AurA doit être maintenue dans cette localisation. 

Par exemple, la protéine de pore nucléaire ALADIN est également un régulateur spatial 

d’AurA. Sans ALADIN, AurA se propage des pôles vers les Mt du fuseau ce qui a pour 

conséquence une mauvaise localisation des régulateurs des Mt (HURP et « augmin like 

complex subunit 6 » (HAUS6)) et une formation du fuseau ralentie. ALADIN interagit avec 

AurA sous forme inactive et est recrutée aux pôles après l’inhibition d’AurA. ALADIN est 

essentielle pour la localisation d’AurA (Carvalhal et al. 2015). 

 

Le niveau d’accumulation d’AurA au centrosome doit être finement régulé, et une 

présence d’AurA trop importante peut aussi avoir des effets délétères. « UBX-containing 

protein in nematodes 2 » (UBXN-2), un adaptateur de substrat de l’AAA ATPase Cdc48/p97, 

est requis pour la bonne maturation des centrosomes. Sans cette protéine chez C. elegans, le 

recrutement d’AurA au centrosome est augmenté et ces derniers maturent précocement en 

prophase au lieu d’atteindre leur pic de maturation en métaphase. La déplétion d’AurA sauve 

partiellement les défauts observés. Les observations sont identiques chez l’humain pour lequel 

la déplétion d’UBXN-2 entraîne une accumulation excessive d’AurA aux centrosomes (Kress 

et al. 2013).  

 

b. Recrutement de la γ-tub et de la Centrosomine pour la maturation des 
centrosomes 

 

La maturation des centrosomes est une étape clé afin qu’ils acquièrent le matériel 

nécessaire pour nucléer des Mt et former un fuseau mitotique. AurA participe à ce mécanisme 

(Figure 4). Le rôle d’AurA dans ce mécanisme a d’abord été mis en évidence chez C. elegans 

par ARNi contre AurA. La déplétion d’AurA entraîne une perte de 60% de la quantité d’α-

tubuline fluorescente au centrosome comparée à une situation contrôle. Les auteurs observent 

aussi que la kinase est nécessaire pour recruter la γ-tub au centrosome (protéine socle pour la 

nucléation des Mt) (Hannak et al. 2001). Ce comportement a également été observé chez la 

drosophile pour laquelle AurA est nécessaire afin de recruter la centrosomine (Cnn) au 

centrosome et permettre sa maturation dans les cellules souches des organes sensoriels (SOP) 

(Berdnik and Knoblich 2002). Le recrutement de γ-tub n’est peut-être pas directement dû à 

AurA. En effet, AurA est capable de se lier avec la Cnn qui elle, lie la γ-tub. Il est donc 

possible qu’AurA promeut la maturation des centrosomes en recrutant la Cnn qui ensuite 
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recrute la γ-tub au centrosome ce qui permet la formation des complexes « γ-tubulin ring 

complex » (γ-TuRC) pour la nucléation des Mt (Terada, Uetake, and Kuriyama 2003). 

 

Les niveaux de γ-tub aux centrosomes sont contrôlés par une ubiquitine ligase, 

« breast cancer 1 » (BRCA1). AurA phosphoryle BRCA1 et cela a pour effet de réduire son 

activité E3 ligase et son rôle inhibiteur dans la nucléation des Mt du centrosome (Sankaran et 

al. 2007). Dans les faits, l’hétérodimère BRCA1-BARD1 (« BRCA1-associated RING 

domain protein 1 ») se lie et ubiquitinyle la γ-tub afin d’inhiber son pouvoir de nucléation des 

Mt. La phosphorylation par AurA permet de moduler l’activité de BRCA1 et cela augmente 

aussi sa rétention au centrosome (Brodie and Henderson 2012). 

 

c. Recrutement de D-TACC/TACC3 et polymérisation des microtubules 
 

En plus de permettre la formation des complexes γ-TuRC, AurA est également 

impliquée dans le recrutement d’autres facteurs de polymérisation des Mt (Figure 4). Chez la 

drosophile, AurA permet le recrutement au centrosome d’un de ses substrats, la protéine 

« drosophila transforming acidic coiled-coil-containing protein » (D-TACC), qui forme un 

complexe avec la protéine associée aux Mt « mini spindles / xenopus microtubule associated 

protein 215 kDa » (Msps/Xmap215) (Giet et al. 2002). Msps/Xmap215 a pour rôle de 

promouvoir l’assemblage et la stabilisation des Mt (Giet et al. 2002). Le recrutement de D-

TACC au centrosome passe par la phosphorylation de la protéine « NudE neurodevelopment 

protein 1 like 1 » (Ndel1) (S251) par AurA. Cette phosphorylation entraîne sa dégradation et 

la libération de D-TACC qui, quand elle est en complexe avec Ndel1 ne peut être 

phosphorylée par AurA (Mori et al. 2007). Au cours de la mitose, AurA peut alors 

phosphoryler D-TACC sur la sérine S863 (S558 chez l’homme) au niveau du centrosome et 

c’est sous cette forme que D-TACC est capable de recruter Msps, ce qui permettrait la 

stabilisation des extrémités « minus end » des Mt au centrosome en s’opposant à l’activité 

déstabilisatrice de la kinésine « mitotic centromere-associated kinesin » (MCAK) (Barros et 

al. 2005; Kinoshita et al. 2005; LeRoy et al. 2007; Peset et al. 2005).  

 

La régulation du recrutement de Msps semble dépendante d’AurA, indépendamment 

de D-TACC, tout comme celui de MCAK. La déplétion de la kinase AurA par ARNi en 

cellule humaine entraîne une mauvaise localisation de « colonic and hepatic tumor 

overexpressed gene protein » (ch-TOG - l’homologue de Msps) qui s’accumule au pôle et 



 

24 
 

entraîne la fragmentation de ce dernier. Cela cause également une perte de localisation de 

MCAK au centrosome (De Luca et al. 2008). Le recrutement de MCAK au pôle (chez le 

xénope) se fait via la phosphorylation de la sérine S719 et son activité semble être contrôlée 

négativement par la phosphorylation de la S196 via AurA et est nécessaire pour le bon 

regroupement des Mt dans les asters (Zhang, Ems-McClung, and Walczak 2008). AurA 

régule également la polymérisation des Mt en modulant l’activité d’une autre kinésine 

déstabilisatrice proche de MCAK avec l’aide de Plk1, « kinesin superfamily protein 2A » 

(Kif2a) (Jang et al. 2009). 

 

d. La séparation des centrosomes 
 

En 1995, Glover et collaborateurs ont identifié AurA comme étant nécessaire pour la 

séparation des centrosomes chez la drosophile (Glover et al. 1995). Par la suite, ce rôle majeur 

a également été décrit chez l’humain (Marumoto et al. 2003). Le premier substrat d’AurA 

identifié au centrosome est la kinésine 5 / Eg5 (Giet et al. 1999). Eg5 est une kinésine de la 

famille des BimC qui possède en son domaine C-terminal une partie « Tail » qui contient une 

thréonine qui est phosphorylée par Cdk1/Cdc2. Cette phosphorylation est nécessaire à la 

localisation d’Eg5 sur le fuseau mitotique (Sawin and Mitchison 1995). Par ailleurs, plusieurs 

études ont suggéré un rôle pour cette famille de kinésine dans la séparation des centrosomes 

(Barr and Gergely 2007). AurA et Eg5 se localisent toutes deux au centrosome de cellule Xl2 

de xénope. De plus, AurA interagit in vitro avec Eg5 et est capable de le phosphoryler sur une 

serine du domaine « Tail » (Giet et al., 1999). Pourtant, des travaux ont montré que cette 

phosphorylation n’est pas nécessaire in vivo pour ce rôle et que la phosphorylation d’Eg5 par 

Cdk1 permet le recrutement de suffisamment d’Eg5 sur les Mt et au centrosome (Cahu et al., 

2008). Des résultats obtenus récemment chez l’humain (Joukov et al., 2014) sont venus 

éclairer le mécanisme. Les auteurs montrent que l’activation d’AurA et Plk1 par Cep192 est 

nécessaire à la séparation des centrosomes via la kinésine 5 (Eg5) or, Plk1 est impliquée dans 

l’activation de Cdk1 (détaillé dans la partie II.C.2.c.). Le rôle majeur d’AurA pourrait donc ici 

être d’activer Plk1 pour promouvoir la séparation des centrosomes (Figure 4). 
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e. Les autres substrats d’AurA aux centrosomes 
 

Ski est un régulateur négatif du « transforming growth factor β » (TGFβ) et d’autres 

voies de signalisation. L’absence de Ski entraîne des défauts de ségrégation des chromosomes 

et de l’instabilité génétique. Ski est phosphorylée par AurA sur les sérines S326 et S383 ce 

qui a pour conséquence de réduire sa demi-vie. Les deux protéines co-localisent aux 

centrosomes et sont co-immunoprécipitées. La baisse des niveaux de Ski conduit à une 

amplification des centrosomes similaire à ce qui est observé après la surexpression d’AurA 

(Mosquera et al., 2011; Rivas et al., 2016). La protéine « centrosomal P4.1-associated 

protein - spindle assembly abnormal protein 4 » (CPAP/Sas-4) est requise pour l’élongation 

des centrioles pendant la phase S/G2. Elle semble également impliquée dans le maintien de 

l’intégrité des pôles et cela nécessite la phosphorylation par AurA de la sérine S467 en 

mitose. La déplétion de CPAP/Sas-4 en mitose induit un délai et une dispersion du PCM. Un 

mutant CPAP/Sas-4 S647D a peu d’affinités pour les Mt mais beaucoup pour le PCM ce qui 

suggère que la phosphorylation par AurA est essentielle pour le maintien de l’intégrité des 

pôles et du PCM (Chou et al., 2016). AurA phosphoryle « aster-associated protein » (ASAP - 

une protéine associée au fuseau) sur la sérine S625 et cette phosphorylation localise ASAP au 

centrosome de la fin de G2 à la télophase. La déplétion de cette protéine entraîne des 

problèmes dans la formation du fuseau sauvés par l’expression d’un mutant S625E (Venoux 

et al., 2008). Lats2 est une kinase qui se localise au centrosome et régule la progression du 

cycle cellulaire et l’apoptose. AurA phosphoryle cette kinase sur la sérine S280 au cours de la 

mitose et cela a pour conséquence de déplacer Lats2 des centrosomes aux chromosomes puis 

au fuseau central où il co-localise avec AurB. Une interaction existe entre AurA, Lats2, Lats1 

et AurB, Lats2 associée à Lats1 au kinétochore (Kt) phosphoryle AurB et un mutant S380A 

mime un mutant AurB. Il existe donc ici une voie de régulation de la progression en mitose 

via AurA Lats1/2 et AurB (Yabuta et al., 2011) 

 

3. L’entrée en mitose 

a. Le recrutement et l’activation de CycB/Cdk1 
 

L’activation d’AurA en fin de G2 est cruciale pour le recrutement du complexe 

CycB/Cdk1 au centrosome où il est activé pour permettre l’entrée en mitose (Hirota et al., 

2003). L’activation de CycB/Cdk1 se fait via la phosphorylation activatrice par AurA de 

Cdc25B sur la sérine S353, une phosphatase activatrice de CycB/Cdk1, (démontré in vitro et 
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in vivo). Cette forme phosphorylée est retrouvée au centrosome et l’inactivation par micro-

injection d’anticorps dirigés contre la phospho-Cdc25B bloque l’entrée en mitose (Dutertre et 

al., 2004). La phosphorylation de la S353 de Cdc25B corrèle avec la relocalisation de la CycB 

au noyau et l’activation de Cdk1 lors de l’entrée en mitose. En cas d’activation du checkpoint 

G2/M, Cdc25B n’est plus phosphorylée ; un mutant S353A non phosphorylable permet de 

passer outre le checkpoint (Cazales et al., 2005). La phosphorylation de Cdc25B par AurA est 

donc une étape essentielle pour l’entrée en mitose.  

 

b. L’activation de Plk1 
 

La phosphorylation de Plk1 sur la thréonine T210 (dans la boucle d’activation ou « T-

loop ») par AurA est nécessaire pour l’entrée en mitose. Cette activité est augmentée par Bora 

(Macurek et al., 2008; Seki et al., 2008). Bora s’accumule en G2 et entraîne l’activation de 

Plk1 par AurA, en rendant accessible la « T-loop » de Plk1. Plk1 active va pouvoir, en 

cascade, activer Cdk1 à l’entrée en mitose (Seki et al., 2008). Plk1 est aussi capable 

réciproquement de phosphoryler la « T-loop » d’AurA (pendant la maturation des ovocytes de 

xénopes) (Eckerdt et al., 2009). Il est donc proposé qu’AurA, Plk1 et Cdk1 forment une 

boucle d’activation pour permettre l’entrée en mitose (Horn et al., 2010). La déplétion des 

deux kinases semble nécessaire pour perdre l’activation de Cdk1, ce qui indiquerait un rôle 

partiellement redondant de ces deux kinases dans la régulation de Cdk1. Par ailleurs, une 

faible activité AurA-Bora au centrosome suffit à maintenir Plk1 actif en mitose (Bruinsma et 

al., 2014). La protéine Furry semble également impliquée dans ce mécanisme. Furry lie le 

« polo-box domain » de Plk1 de manière dépendante de la phosphorylation de la T2516 de 

Furry par Cdk1. Furry lie aussi AurA et facilite ainsi la phosphorylation de la T210 de Plk1 et 

son activation par AurA (Ikeda et al., 2012). 

 

Ces interactions étroites entre AurA et Plk1 font également intervenir des protéines 

partenaires. Par exemple, la protéine centrosomale Cep192 lie AurA (voir partie II.C.2.a) 

mais aussi Plk1 et les cible toutes les deux au centrosome de manière dépendante de la 

péricentrine. Cela provoque leur activation par phosphorylation réciproque de leur « T-loop » 

(Joukov et al., 2014). La protéine « peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 » 

(Pin1) joue également un rôle en régulant la stabilité de BORA, ce cofacteur qui potentialise 

la phosphorylation de Plk1 par AurA. La liaison de Pin1 sur Bora altère sa translocation dans 

le cytoplasme et entraîne sa dégradation prématurée par le protéasome. Cette liaison est 
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supprimée par la phosphorylation de Pin1 par AurA sur la sérine S16 (Lee et al., 2013). Enfin, 

« Aurora kinase A and ninein interacting protein » (AIBp) interagit avec les deux kinases 

AurA et Plk1 et promeut leur activation réciproque. Un knockout de cette protéine conduit à 

des défauts d’activation des deux kinases et entraîne des anomalies en mitose (Chou et al., 

2015; Lieu et al., 2010). Les auteurs suggèrent donc qu’AIBp contribue à l’entrée en mitose 

en participant à l’activation d’AurA et Plk1. 

 

L’ensemble de ces données souligne la corrélation très forte qui existe dans la 

régulation des activités des kinases AurA et Plk1. 

 

4. La formation d’un fuseau bipolaire 
 

En 1998, Roghi et collaborateurs ont démontré que l’activité kinase d’AurA était 

requise, chez le xénope, pour former un fuseau bipolaire. Un mutant K196R (domaine kinase 

inactif) perturbe la formation du fuseau mitotique (Roghi et al., 1998). La kinase est 

également nécessaire à son maintien car la déplétion d’AurA en métaphase entraîne une perte 

de bipolarité du fuseau qui devient monopolaire ou multipolaire (Giet and Prigent, 2000). 

Depuis, de nombreuses protéines associées à AurA et impliquées dans ce mécanisme ont été 

mises en évidence (Figure 5 et Tableau 1). 

 

a. TPX2 
 

Nous avons vu précédemment que TPX2 est un cofacteur jouant un rôle essentiel dans 

la régulation de l’activité d’AurA (partie II.B.2.b.). TPX2 joue également un rôle majeur dans 

la formation du fuseau bipolaire, en localisant AurA sur ce fuseau, ce qui a pour conséquence 

de stabiliser les Mt qui connectent les Kt aux pôles (De Luca et al., 2006; Özlü et al., 2005). 

TPX2 à d’abord été identifié comme étant une protéine associée aux Mt et nécessaire pour la 

formation du fuseau mitotique chez le xénope (Wittmann et al., 2000) et cela de manière 

dépendante de « ras-related nuclear protein associated with guanosine triphosphate » (RAN-

GTP) (Gruss et al., 2001). Les mutants TPX2 présentent des fuseaux plus courts mais 

bipolaires et ségrégent leurs chromosomes avec des erreurs (Bird and Hyman, 2008; Fu et al., 

2015). Cela est probablement dû au fait qu’il n’y a pas de polymérisation de Mt via les 

chromosomes.  
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Figure 5 : AurA au fuseau mitotique. A l’entrée en mitose, AurA se localise sur les 

pôles du fuseau où elle va interagir avec différents partenaires qui vont réguler son activation 

et sa localisation. Elle va également pouvoir phosphoryler différents substrats impliqués dans 

la formation du fuseau mitotique. 
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Normalement, TPX2 participe à la formation des Mt à partir de la chromatine en étant libérée 

de l’inhibition des importines de façon dépendante du gradient de RAN-GTP qui crée alors un 

gradient d’AurA activé pour recruter des foci de γ-tub et polymériser des Mt (Katayama et al., 

2008; Tsai and Zheng, 2005; Tsai et al., 2003). La phosphorylation de la T72 de TPX2 par 

Cdk1 participe à la régulation de l’activation d’AurA. Elle réduit son affinité pour les Mt du 

fuseau et contribue à limiter l’activation d’AurA et l’activité de la kinésine 5 (Eg5). Ainsi, un 

mutant non phosphorylable TPX2 T72A (qui s’accumule sur le fuseau) présente des fuseaux 

plus longs probablement dus à une augmentation de l’activité d’Eg5 (Shim et al., 2015). La 

phosphorylation des sérines S121/125 est également importante, cela régule l’interaction de 

TPX2 avec « cytoplasmic linker associated protein 1 » (CLASP1) et Kif2a pour réguler le 

flux de Mt dans le fuseau et contribuer au contrôle de sa taille (Fu et al., 2015).  

 

L’importance de l’interaction entre AurA et son partenaire TPX2 est encore mise en 

évidence dans des études sur « WD40-repeat protein 62 » (WDR62, une protéine retrouvée 

mutée dans certaine microcéphalie humaine) et « scaffold attachment factor A » (SAF-A ou 

hnRNP-U), 2 cofacteurs qui sont en complexe avec AurA et TPX2. Les cellules déplétées en 

WDR62 montrent une instabilité du fuseau ainsi qu’un arrêt en mitose dus à l’activation du 

SAC. WDR62 interagit avec AurA et TPX2 et permet l’activation d’AurA par TPX2. Les 

deux protéines se localisent normalement dans un mutant WDR62 mais AurA montre des 

niveaux d’activation beaucoup plus faibles (Chen et al., 2014). Il existe des boucles de 

rétrocontrôle positif entre AurA, TPX2 et WDR62 : en effet, AurA phosphoryle WDR62 sur 

les sérines S32, S33, S49 et la thréonine T50, ce qui contribue à sa localisation et à la 

formation du fuseau (Lim et al., 2015, 2016).  

 

La protéine SAF-A contribue également à la formation du fuseau en ciblant AurA sur 

les Mt. SAF-A co-localise et co-immunoprécipite avec AurA et TPX2 et la perte de l’un ou 

l’autre entraîne un défaut de localisation de SAF-A. La déplétion de SAF-A conduit à un délai 

en mitose et des défauts d’alignement des chromosomes (Ma et al., 2011).  

 

 Pour l’heure, chez la drosophile, aucun vrai homologue de TPX2 n’a été trouvé, seule 

une protéine partageant une similarité avec le domaine de liaison aux Mt a été identifiée mais 

elle ne comporte pas de domaine de liaison à AurA et semble n’avoir que peu d’impact sur la 

division cellulaire (Goshima, 2011). 
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b. D-TACC/TACC3 
 

Tout comme TPX2, D-TACC dépend pour son activation du gradient de RAN-GTP 

autour des chromosomes et joue un rôle important dans la formation du fuseau (en plus de son 

rôle au centrosome). Chez le xénope, les importines β inhibent la phosphorylation de D-

TACC (Maskin) par AurA ce qui bloque son action dans la formation du fuseau. A l’entrée en 

mitose, RAN-GTP va permettre la libération de D-TACC des importines et donc permettre sa 

phosphorylation par AurA (Albee et al., 2006). Cette phosphorylation permet le recrutement 

de D-TACC sur le fuseau (phosphorylation de la S558 par AurA) et la formation d’un 

complexe avec ch-TOG (l’homologue de Msps/XMap215) et la clathrine (Burgess et al., 

2015; Cheeseman et al., 2011; Thakur et al., 2014). L’inhibition d’AurA entraîne la perte au 

niveau du fuseau de ce complexe associée à une déstabilisation des fibres kinétochoriennes et 

une perte des ponts inter-Mt (Cheeseman et al., 2011). Burgess et collaborateurs proposent 

que la relation entre AurA et ch-TOG permet la stabilisation des Mt en modifiant l’activité du 

complexe ch-TOG-TACC3 de la polymérisation des Mt vers leur stabilisation. Ce complexe 

participe ainsi à la régulation de la longueur, la stabilité et la vitesse de formation du fuseau 

(Burgess et al., 2015). 

 

c. Les autres facteurs impliqués dans la formation du fuseau 
 

AurA va moduler la formation du fuseau mitotique en phosphorylant de nombreuses 

protéines impliquées dans la formation et la stabilisation des Mt.  

AurA interagit et phosphoryle NEDD1, une protéine adaptatrice du complexe γ-TuRC, 

sur la sérine S405. Cette phosphorylation est nécessaire pour la nucléation des Mt autour des 

chromosomes par la voie RAN-GTP. Cette interaction d’AurA est importante pour la 

formation du fuseau à partir des chromosomes (Pinyol et al., 2013).  

 

« Hec1/Ndc80-interacting centrosome-associated protein 1 » (Hice1), une sous-unité 

de l’Augmine, est une protéine associée au fuseau qui contribue à la nucléation intra-fuseau 

des Mt. Elle est régulée par phosphorylation d’AurA sur plusieurs « clusters » de 

sérine/thréonine. Le plus crucial pour la formation du fuseau est le cluster S/T 17-21. Un 

mutant S/T17-21E réduit la localisation aux Mt de Hice1 et réduit aussi la localisation du 

complexe Augmine sur le fuseau. Au contraire, un mutant phosphomimétique présente une 

nucléation intra-fuseau plus forte et des délais en mitose et dans la séparation des 
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centrosomes. La phosphorylation d’AurA sur Hice1 permet donc de moduler la 

polymérisation des Mt intra-fuseau (Tsai et al., 2011). 

 

HURP est une protéine associée au fuseau qui est liée à la formation du fuseau via le 

gradient de RAN-GTP. Sa liaison sur les Mt se fait par sa partie N-terminale et cela permet la 

stabilisation de ces derniers. La liaison est régulée par la phosphorylation d’AurA sur la partie 

C-terminale qui ne peut plus lier la partie N-terminale et donc cela lève l’auto-inhibition qui 

bloquait la liaison avec les Mt (Wong et al., 2008). 

 

AurA interagit et co-localise avec Astrine sur le fuseau mitotique. Astrine est 

impliquée dans le maintien de la cohésion des chromatides sœurs en inhibant la Séparase et en 

stabilisant le fuseau. La déplétion d’Astrine abolit la localisation d’AurA au fuseau et entraîne 

un délai modéré en mitose. En revanche, la déplétion d’AurA n’a pas d’effet sur la 

localisation d’Astrine (Du et al., 2008). AurA phosphoryle Astrine sur la S115 pour lui 

permettre de se lier avec ses partenaires « small kinetochore-associated protein » (SKAP-

Kinase associée à SRC) et « cytoplasmic linker associated protein 1 alpha » (CLASP-1α), 

impliqués dans la formation du fuseau. Un mutant S115D est capable de lier et d’induire la 

dégradation de la Sécurine par ubiquitinylation et entraîner ainsi une séparation anticipée des 

chromatides sœurs (Chiu et al., 2014). La phosphorylation de cette protéine par AurA semble 

donc importante pour la formation du fuseau et la progression en mitose. 

  

La régulation de la formation du fuseau mitotique implique également l’exclusion de 

certaines protéines du fuseau en formation. AurA, grâce à son activité kinase, va également 

jouer un rôle essentiel à ce niveau. 

Kif2a est une kinésine déstabilisatrice des Mt qui contrôle l’assemblage du fuseau et la 

« congression » des chromosomes. Elle est régulée positivement par Plk1 (qui augmente son 

activité dépolymérisante et réduit sa capacité à lier les Mt) et négativement par AurA (qui fait 

l’inverse). Ce contrôle fin permet de réguler la stabilité des Mt à différents endroits (fuseau et 

centrosome) (Jang et al., 2009).  

 

P150/Glued, une sous-unité du complexe dynactine est phosphorylée par AurA dans 

son domaine de liaison aux Mt. La dynactine est fortement accumulée sur les Mt en prophase 

mais est bloquée dès la rupture de l’enveloppe nucléaire. L’absence d’AurA entraîne un 

enrichissement de ce complexe aux pôles du fuseau en mitose et des problèmes d’assemblage 
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du fuseau. Cette phosphorylation de P150 par AurA participe à la formation du fuseau (Romé 

et al., 2010).  

 

5. Les autres rôles  

a. Au kinétochore 
 

AurA semble également jouer un rôle dans la régulation des attachements 

microtubules-kinétochores (Mt-Kt). Il a été observé une interaction entre AurA et la protéine 

centrosomale CENP-A. AurA phosphoryle CENP-A (S7) en prophase et cela est nécessaire 

pour la phosphorylation de CENP-A par AurB et la restriction d’AurB au centromère en 

prométaphase (Kunitoku et al., 2003). La non phosphorylation de CENP-A résulte en un 

mauvais alignement des chromosomes et un défaut de la liaison des Mt-Kt.  

 

AurA est capable de phosphoryler directement Ndc80, une protéine du kinétochore 

impliquée dans la stabilisation et la correction des attachements Mt-Kt. La phosphorylation de 

Ndc80 réduit son affinité pour les Mt. Un gradient d’activité d’AurA pourrait donc contribuer 

à la correction des erreurs d’attachements en déstabilisant les attachements Mt- Kt à proximité 

des pôles du fuseau (Chmátal et al., 2015; Ye et al., 2015a).  

 

b. Le point de contrôle d’assemblage du fuseau 
 

Un potentiel rôle d’AurA dans le SAC, checkpoint impliqué dans la surveillance des 

attachements Mt-Kt et qui retarde l’anaphase jusqu'à ce que tous les attachements ne sont pas 

corrects, a été évoqué en 1999. Une étude a montré qu’AurA s’associe avec Cdc20, un 

cofacteur requit pour l’activation de l’APC/C et séquestré dans le complexe « mitosis 

checkpoint complex » (MCC) jusqu'à ce que tous les attachements Mt-Kt ne sont pas corrects 

(détaillé au chapitre suivant). Les résultats obtenus suggèrent qu’AurA pourrait phosphoryler 

Cdc20, ou du moins, que l’association des deux protéines pourrait jouer un rôle dans la 

régulation des fonctions de Cdc20 (Farruggio et al., 1999). De même, AurA est capable de 

phosphoryler « RAS-association domain family 1 isoform A » (RASSF1A), un suppresseur 

de tumeur qui lie et stabilise les Mt et induit un arrêt en phase M via une action sur l’APC/C. 

AurA le phosphoryle durant la mitose sur les résidus T202/S203 dans le domaine de liaison 

aux Mt. Cela abolit son interaction avec les Mt et sa capacité à arrêter les cellules en phase M. 
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Une forme phosphomimétique  de RASSF1A sur la S203A entraîne des problèmes de 

dissociation de RASSF1A avec Cdc20 et donc un défaut d’activation de l’APC/C (Rong et al., 

2007; Song et al., 2009). De manière intéressante, RASSF1A semble être aussi un activateur 

de la kinase. En effet, lorsqu’il est surexprimé, il inhibe la séparation des centrosomes et 

lorsqu’il est déplété, il entraîne une baisse de l’activité d’AurA. In vitro, RASSF1A n’est pas 

capable d’activer directement la kinase et c’est pourquoi les auteurs lui confèrent plus un rôle 

d’échafaudage pour l’activation d’AurA (Liu et al., 2008). 

 

Il a été mis en évidence que la surexpression d’AurA permet de passer outre le SAC 

quand les cellules sont traitées au taxol ou au nocodazole (Anand et al., 2003; Jiang et al., 

2003). Quand les cellules sont traitées au taxol en présence d’une surexpression d’AurA, ces 

dernières rentrent en anaphase malgré des fuseaux mal formés et une persistance de la 

protéine « mitotic arrest deficient 2 » (Mad2) aux Kt. A cela s’ajoutent des défauts de 

cytokinèse et une multi-nucléation des cellules (Anand et al., 2003). La surexpression d’AurA 

semble perturber l’assemblage du MCC, et particulièrement le complexe Cdc20-BubR1 

« Bub1-related protein 1 », ce qui entraîne une inactivation du SAC. L’activité kinase de 

BubR1 déplace AurA de Cdc20 (Jiang et al., 2003).  

 

Le rôle d’AurA dans la régulation du SAC reste cependant ambigu. En effet, des 

travaux plus récents ont mis en évidence que l’activité d’AurA peut également être nécessaire 

pour maintenir le délai en mitose suite à l’ajout de drogues perturbatrices du fuseau. 

L’inhibition d’AurA conjuguée à l’utilisation de taxol ou de nocodazole conduit à l’apparition 

de cellules multi-nucléées après une sortie de mitose accélérée avec persistance de BubR1 aux 

Kt (Wysong et al., 2009).  

 

En accord avec ces derniers résultats, la phosphorylation de p73, un membre de la 

famille p53 considéré comme un suppresseur de tumeur, sur la S235 par AurA empêche sa 

transactivation et cause sa rétention dans le cytoplasme dans un complexe avec la protéine 

chaperonne mortaline. Cela facilite aussi l’inactivation du SAC via la dissociation du 

complexe Cdc20-Mad2 (pré-MCC). Des mutants S235D présentent des propriétés de 

croissance altérée, une dissociation de Cdc20-Mad2 prématurée et une sortie de mitose 

accélérée avec dépassement du SAC en présence de dommages au fuseau (Katayama et al., 

2012).  
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c. La cytokinèse 
 
Très peu de chose sont connues sur le rôle de la kinase AurA à ce moment de la mitose 

à cause de ses fonctions en début de mitose qui perturbent l’analyse à ce stade. Une étude a 

montré qu’AurA est requise pour la formation du fuseau central en anaphase via la 

phosphorylation de D-TACC sur la sérine S558 (Lioutas and Vernos, 2013). Par ailleurs, en 

utilisant une version de la kinase inactivable rapidement par un analogue de l’ATP, le 1-Na-

PP1, Reboutier et collaborateurs ont également montré l’implication d’AurA dans la 

formation du fuseau central, cette fois en phosphorylant la sérine S19 de P150/Glued 

(Reboutier et al., 2013). 

 

D. Les autres rôles d’AurA 

1. Etablissement de la polarité cellulaire et orientation du fuseau 
 
Chez la drosophile, un mutant AurA présente une mauvaise localisation de Numb, un 

déterminant d’identité cellulaire qui normalement se situe au cortex antérieur des cellules 

souches SOP. Cela entraîne un défaut de signalisation Notch dans la progénie et un problème 

de différentiation cellulaire (Berdnik and Knoblich, 2002). C’est également le cas dans les Nb 

où la perte d’AurA entraîne un défaut de la localisation d’« atypical protein kinase C » 

(aPKC) et de Numb ainsi qu’une mauvaise orientation du fuseau. La mauvaise localisation de 

Numb entraîne une sur-activation de Notch dans les cerveaux qui empêche la différenciation 

cellulaire (Lee et al., 2006a; Wang et al., 2006). AurA influe sur la localisation d’aPKC et 

Numb par une cascade de phosphorylation. Ainsi, AurA phosphoryle « partitioning defective 

6 » (PAR-6) qui régule aPKC et l’active, entraînant la phosphorylation de « lethal(2) giant 

larvae protein » (Lgl) (qui lie et inhibe aPKC en interphase). Lgl phosphorylée est retirée du 

complexe et permet l’entrée de PAR-3 (Bazooka). Cela entraîne le changement de spécificité 

de substrat d’aPKC qui peut alors phosphoryler Numb et l’exclure du cortex où aPKC est 

présent (apical) (Wirtz-Peitz et al., 2008). Dans les cellules neuronales de rat, AurA semble 

agir directement sur aPKC en phosphorylant son domaine de liaison à PAR-3 sur la Sérine 

S962 (Khazaei and Püschel, 2009).  

AurA joue également un rôle dans l’orientation du fuseau. La protéine Lgl doit se 

relocaliser du cortex au cytoplasme en début de mitose pour permettre la bonne orientation du 

fuseau. Il a été montré que aPKC est requise pour la localisation polarisée de Lgl alors qu’une 

phosphorylation par AurA sur les sérines S656 et S664 de Lgl, dans le site de phosphorylation 
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putatif par aPKC, le retire complètement de la membrane en mitose dans les cellules 

épithéliales. Ce retrait est proposé par les auteurs comme nécessaire pour que Lgl quitte son 

partenaire « discs large « (Dlg) et que ce dernier puisse interagir avec « partner of 

inscuteable » (Pins) pour permettre l’orientation du fuseau dans le plan dans les cellules 

épithéliales (Bell et al., 2015; Carvalho et al., 2015). AurA serait également requise pour 

localiser Dlg correctement via une phosphorylation de Pins (Johnston et al., 2009). 

 
Enfin, AurA contribue à l’orientation du fuseau en contrôlant le ciblage cortical de 

« nuclear mitotic apparatus protein / mushroom body defect » (NuMA/Mud). NuMA/Mud est 

normalement associée avec ses partenaires « G protein α i subunit) (Gαi) et Pins et 

s’accumule au niveau du cortex, aux 2 pôles de la cellule. Ce complexe est essentiel pour 

recruter le moteur moléculaire dynéine qui va agir sur les microtubules astraux, permettant 

ainsi la mise sous tension de ces microtubules et moduler l’orientation du fuseau. La 

suppression d’AurA entraîne une accumulation de NuMA/Mud et de la Dynéine aux pôles qui 

ne sont plus dirigés vers le cortex. AurA phosphoryle NuMA/Mud sur trois sérines, dont la 

S1969, qui semblent cruciales pour sa dynamique et sa fonction dans l’orientation du fuseau. 

Cette phosphorylation directe de NuMA/Mud par AurA contrôle sa mobilité et son 

enrichissement cortical (Gallini et al., 2016).  

 

2. Le désassemblage du cil  
 
Le cil est une plateforme qui sert à la signalisation cellulaire en interphase. Il a été 

récemment découvert un rôle pour AurA dans le contrôle de son désassemblage. Au corps 

basal du cil, AurA interagit avec HEF1-Cas1/NEDD9 (complexe requit pour l’activation de la 

kinase en mitose) et entraîne la phosphorylation de « histone deacetylase 6 » (HDAC6), une 

tubuline désacétylase, ce qui conduit au désassemblage du cil. Cette voie semble être 

nécessaire et suffisante (Pugacheva et al., 2007). L’interaction entre AurA et NEDD9 se fait 

via une signalisation calcique et la Calmoduline (Plotnikova et al., 2012). Le récepteur au 

« platelet-derived growth factor » (PDGF), PDGFRβ, est impliqué dans la déciliation par le 

relargage de Ca2+ médié par la  « phospholipase C γ » (PLCγ) qui va activer AurA (Nielsen et 

al., 2015).  
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3. Interaction avec p53 
 
AurA est un partenaire de p53 (confirmé par co-IP et GST-Pull-Down). p53 est 

capable de supprimer l’amplification des centrosomes (ou de l’augmenter quand il est absent) 

et semble également capable de contrôler la capacité d’AurA à transformer des cellules car la 

perte de p53 entraîne une sur-activation d’AurA. Cela passe par le fait que p53 inhibe 

l’activité kinase d’AurA par interaction directe et donc, en son absence (cancer) il n’y a plus 

d’inhibition d’AurA (Chen et al., 2002; Eyers and Maller, 2004; Meraldi et al., 2002). p53 est 

aussi capable de contrôler AurA par la voie transcriptionnelle. En effet, il a été démontré que 

la perte de p53 entraîne une élévation de p21, ce qui augmente l’activité de Cdk2, suivi par 

une hyperactivation de « retinoblastoma protein » (Rb1) et sa dissociation du facteur E2F3, ce 

qui a pour conséquence d’augmenter l’expression d’AurA (Wu et al., 2012). p53 contrôle 

également le renouvellement d’AurA : une déplétion de p53 entraîne une sous régulation de 

« F-box/WD repeat-containing protein 7 » (FBW7α), une ubiquitine E3 ligase d’AurA, ce qui 

cause un défaut de dégradation d’AurA (Wu et al., 2012). 

 

AurA est également capable de réguler p53. Elle la phosphoryle sur la sérine S215 ce 

qui abroge ses capacités à lier l’ADN et sa trans-activation (Liu et al., 2004). La 

phosphorylation de la sérine S106 entraîne une perte d’affinité pour la protéine MDM2 et 

prolonge la demi-vie de p53 (Hsueh et al., 2013). Enfin, AurA phosphoryle « Heterogeneous 

nuclear ribonucleoprotein K » (hnRNPK), un co-activateur transcriptionnel de p53, sur la 

S379 et cela rompt leur liaison (Hsueh et al., 2011). 

 

4. Rôles divers d’AurA 
 
Depuis quelques années, de très nombreuses publications viennent garnir les 

différentes fonctions de la kinase. On peut citer par exemple un rôle dans la réplication de 

l’ADN (Tsunematsu et al., 2015), dans l’apoptose (Moustafa-Kamal et al., 2013), dans le 

fractionnement de l’appareil de golgi en G2 (Persico et al., 2010), dans l’élongation des 

neurites (Mori et al., 2009), dans la voie « nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells » (NFκB) (Briassouli et al., 2007), dans la migration cellulaire (Lim et al., 

2010), la fission des mitochondries (Kashatus et al., 2011) ou encore sur le cytosquelette 

d’actine (Moon and Matsuzaki, 2013). Tout cela démontre une importance d’AurA au cours 

du cycle cellulaire et plus majoritairement de la vie de la cellule. 
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E. AurA dans les cancers 

 

AurA est souvent retrouvée comme étant surexprimée dans de nombreux cancers 

(sein, colon, ovaire, prostate) notamment à cause de l’amplification de la région 

chromosomique 20q13, comprenant le gène AurA (Baba et al., 2009; Bischoff et al., 1998; 

Giet and Prigent, 1999; Hu et al., 2005; Zhou et al., 1998). La surexpression de la kinase 

perturbe de nombreux processus, comme nous avons pu le voir dans ce chapitre, entraînant 

une amplification des centrosomes, de l’aneuploïdie et une instabilité génétique (Meraldi et 

al., 2002; Zhou et al., 1998). Ces observations ont conduit à envisager AurA comme une cible 

thérapeutique anticancéreuse avec le développement d’au moins 13 inhibiteurs d’AurA 

différents évalués en phase I chez des patients présentant des tumeurs solides ou 

hématopoïétiques. Dû à une toxicité ou un manque d’efficacité, seulement peu d’entre eux ont 

atteint la phase II et seul l’alisertib (MLN8237) est allé en phase III (D’Assoro et al., 2016; 

Dominguez-Brauer et al., 2015). Cet inhibiteur montre déjà des effets encourageants sur les 

cancers du sein et du poumon chez des patients dans une étude de phase II (Melichar et al., 

2015) et des effets modestes contre la leucémie aiguë myéloblastique, toujours dans une étude 

de phase II (Goldberg et al., 2014). 

 

Cependant, il faut rester prudent quant à l’utilisation de ces inhibiteurs aux vues du 

nombre de mécanismes (mitotiques ou non) dans lesquels AurA est impliquée et des possibles 

effets secondaires indésirables comme la génération d’une faible aneuploïdie dans des cellules 

saines et l’apparition de tumorigénèse secondaire par exemple. De plus, AurA possède 

également un rôle de suppresseur de tumeur dans le contexte particulier du Nb de drosophile : 

AurA y est requise pour l’établissement de la polarité et l’orientation du fuseau. Dans les 

mutants d’AurA, les défauts de divisions asymétriques entraînent une surprolifération des Nb 

et la formation de tumeurs (présenté partie IV). Une meilleure compréhension du rôle et des 

fonctions d’AurA est donc nécessaire pour permettre l’utilisation et le développement de 

médicaments à base d’inhibiteur d’AurA dans les traitements anticancéreux en toute sécurité 

pour les patients. 
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Tableau 1 : les interacteurs d’AurA et leur fonction 

 
Protéine Localisation Fonction 

Activateurs TPX2 Pôle du fuseau Activation, ciblage aux Mt 

 
Ajuba Centrosome Activation 

 
Bora Cytoplasme Activation 

 
NEDD9 Centrosome Activation 

 

Ca2+/Calmodu
line Centrosome Activation rapide 

 
NPM Centrosome Activation 

 
I-2 Centrosome Activation 

 
Arpc1b Centrosome Activation 

 
PAK1 Centrosome Activation 

 
KLHL18 Centrosome Activation 

 
Mio 

Centrosome / 
Fuseau Activation 

 
AIBp Centrosome Activation 

    Inhibiteurs PP1 
 

Inactivation 

 
PP2A Pôle du fuseau Dégradation 

 
PP6 Pôle du fuseau Inactivation 

 
p53 

 
inhibition 

    Substrats/parten
aires LIMK2 

 
Activation d'AurA 

 
HDAC6 Cil primaire Désassemblage du cil primaire 

 
Ndc80 Kinétochore 

Déstabilisation des attachements Mt-
Kt 

 
Cdc25B Centrosome Entrée en mitose 

 
Ski Centrosome Formation des centrosomes 

 
P150glued 

Fuseau 
mitotique 

Formation des fuseaux mitotique et 
central 

 
Astrine 

Fuseau 
mitotique Formation du fuseau 

 
TACC3 

Centrosome / 
Fuseau Formation du fuseau mitotique 

 
Ndel1 Centrosome Formation du fuseau mitotique 

 
HURP 

Fuseau 
mitotique Formation du fuseau mitotique 

 
ASAP Centrosome Formation du fuseau mitotique 

 
WDR62 Pôle du fuseau Formation du fuseau mitotique 

 
SAF-A Pôle du fuseau Formation du fuseau mitotique 

 
NEDD1 Pôle du fuseau Formation du fuseau mitotique 

 
Hice1 

Fuseau 
mitotique Formation du fuseau mitotique 

 
LIMK1 Centrosome Localisation d'AurA au centrosome 
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Tableau 1 : suite 
 

 
ALADIN Centrosome Maintien de la localisation d'AurA 

 
CPAP/Sas-4 Centrosome Maintien du PCM 

 
BRCA1 Centrosome Maturation des centrosomes 

 
Lats2 Centrosome Maturation des centrosomes 

 
Cep192 Centrosome Maturation des centrosomes 

 
Centrosomine Centrosome Maturation des centrosomes 

 
Plk1 Cytoplasme 

Maturation des centrosomes, Entrée 
en mitose 

 
PAR-6 Cortex cellulaire Mise en place de la polarité 

 
Lgl Cortex cellulaire Mise en place de la polarité 

 
NuMA/Mud Pôle du fuseau Orientation du fuseau 

 
CENP-A Centrosome Régulation des Mt-Kt 

 
UBXN-2 Centrosome 

Régulation du niveau d'AurA au 
centrosome 

 
RASSF1A 

Fuseau 
mitotique Régulation du SAC 

 
p73 

Cytoplasme/Noy
au Régulation du SAC 

 
Eg5 centrosome Séparation des centrosomes 

 
p53 Noyau Transcription 

    
Destruction Cdh1 

 

Dégradation protéosomale Ub-
dépendante 

 
Chfr 

 

Dégradation protéosomale Ub-
dépendante 

 
PP2A Pôle du fuseau 

Dégradation protéosomale Ub-
dépendante 

 
AIP 

 

Dégradation protéosomale Ub-
indépendante 

 
Az1 

 

Dégradation protéosomale Ub-
indépendante 

 
GSK-3β 

 

Dégradation protéosomale Ub-
dépendante 

 
FBXW7 Pôle du fuseau 

Dégradation protéosomale Ub-
dépendante 

 
FAF1 

 

Dégradation protéosomale Ub-
dépendante 

 
USP2a 

 
Protège de la dégradation 

 
PUM2 

 
Protège de la dégradation 
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 Le point de contrôle d’attachement du fuseau et la III.

ségrégation des chromosomes 

 

A. Le point de contrôle d’attachement du fuseau 

 

Comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, la dérégulation d’AurA entraîne 

des défauts d’assemblage du fuseau mitotique. Ces défauts peuvent conduire à l’apparition 

d’erreurs de ségrégation des chromosomes et à la perte d’information génétique ou à de 

l’aneuploïdie, un marqueur couramment retrouvé dans les cancers. Pour réduire au maximum 

ce risque, il existe un point de contrôle d’assemblage du fuseau (SAC) capable de surveiller le 

bon attachement des microtubules aux kinétochores des chromosomes (Mt-Kt) (Rieder et al., 

1994, 1995). Son rôle est de bloquer la progression en métaphase et l’initiation de l’anaphase 

tant que tous les Kt ne sont pas correctement attachés. Un seul mauvais ou non-attachement 

est capable d’être détecté par le SAC et donc de retarder la sortie de mitose (Rieder et al., 

1995). De très nombreuses protéines sont aujourd’hui identifiées comme appartenant à la 

signalisation de ce point de contrôle mais les mécanismes moléculaires exacts qui modulent 

l’activité du SAC avec la détection de l’attachement des Mt aux Kt n’est pas encore 

complètement défini. 

 

1. La mise en place du SAC 
 

Les premières protéines impliquées dans le SAC ont été mises en évidence chez la 

levure S. cerevisiae par des cribles pour identifier des gênes nécessaires à l’arrêt en mitose 

suite à une perturbation du fuseau mitotique, il s’agit des protéines de la famille « budding 

uninhibited by benzimidazole » (Bub) Bub1 et Bub3 (Hoyt et al., 1991) et celles de la famille 

des « mitosis arrest deficient » (Mad) Mad1, Mad2 et Mad3 (appelée BubR1 chez l'humain) 

(Li and Murray, 1991). La kinase « monopolar spindle 1 » (Mps1) a également été identifiée 

comme nécessaire à l’arrêt en mitose suite à un traitement au nocodazole (Hardwick et al., 

1996; Weiss and Winey, 1996). Par la suite de très nombreuses études se sont intéressées à la 

dynamique de la mise en place du SAC. 
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Figure 6 : La mise en place séquentielle du point de contrôle d’assemblage du fuseau et 

du signal inhibiteur de l’anaphase. (A) Au Kt non attaché, la phosphorylation de Ndc80 par AurB 

va permettre le recrutement de la kinase Mps1. Mps1 va ensuite phosphoryler les répétitions MELT de 

KNL1 ce qui va permettre le recrutement de Bub1 et Bub3. Bub1 est ensuite impliqué dans la 

localisation de BubR1 au Kt et, via sa phosphorylation par Mps1, dans le recrutement de Mad1. Une 

fois Mad1 au Kt, il va y avoir la formation d’un complexe avec C-Mad2 pour former le catalyseur 

final de la formation du signal inhibiteur le MCC. (B) Au Kt non attaché, lorsque toute la machinerie 

du SAC est en place, il y a conversion d’O-Mad2 (inactif) en C-Mad2 (capable de lier Cdc20) par sa 

liaison à Mad1. Une fois Mad2 en conformation « closed », il va lier Cdc20 puis il y aura recrutement 

de BubR1-Bub3 pour former le complexe inhibiteur de l’APC/C, le MCC capable de retarder le 

déclenchement de l’anaphase tant que tous les Kt ne sont pas correctement attachés au fuseau 

mitotique. Inspiré et adapté de (London and Biggins, 2014a) 
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a. Les évènements 
 

De très nombreuses protéines sont impliquées dans la signalisation du SAC. Leur 

recrutement aux Kt non attachés se fait de manière séquentielle et est finement régulé (Figure 

6). D’abord, AurB est activée aux Kt en début de mitose et contrôle le recrutement et 

l’activation du premier facteur impliqué dans le SAC, la kinase Mps1 (Nijenhuis et al., 2013; 

Saurin et al., 2011). AurB agit en phosphorylant Ndc80 (un composant du complexe KMN 

(KNL1 – Mis12 – Ndc80) essentiel pour les attachements Mt-Kt) ce qui réduit son affinité 

pour les Mt et l’augmente pour Mps1 et permet alors le recrutement de Mps1 grâce à une 

interaction avec le domaine CH (Calponin Homology Domain) de Ndc80 (Zhu et al., 2013). 

Le recrutement de Mps1 semble aussi nécessiter Plk1 car une forme constitutivement active 

de Plk1 est capable de restaurer la bonne localisation de Mps1 quand AurB est inactivée 

(Conde et al., 2013).  

 

Mps1 aux Kt va phosphoryler les modules MELT de « Kinetochore-Null Protein 1 » 

(KNL1) pour permettre le recrutement de Bub1 et Bub3 (Ito et al., 2012; Krenn et al., 2014; 

London et al., 2012; Primorac et al., 2013; Shepperd et al., 2012; Vleugel et al., 2013, 2015a; 

Yamagishi et al., 2012; Zhang et al., 2014). Le recrutement et la phosphorylation de Bub1 par 

Mps1 permet à Bub1 de recruter Mad1 (Heinrich et al., 2014; Kruse et al., 2014; London and 

Biggins, 2014b; Moyle et al., 2014). Mad1 aux Kt va alors pouvoir recruter à son tour « open-

Mad2 » (O-Mad2) et créer une sorte de plateforme pour l’activation de Mad2 et la génération 

d’un signal inhibiteur de l’anaphase en association avec BubR1, Bub3 et Cdc20 et appelé le 

MCC (De Antoni et al., 2005; Fava et al., 2011; Luo et al., 2002; Sironi, 2001, 2002; Sudakin 

et al., 2001). Bub1 va également permettre le recrutement de BubR1 pour la formation de ce 

MCC (Overlack et al., 2015; Zhang et al., 2015). Le rôle du MMC va être d’inhiber 

l’activation de l’APC/C et ainsi bloquer la dégradation de ses substrats impliqués dans la 

sortie de mitose, la CycB et la Sécurine, tant que tous les Kt ne sont pas correctement attachés 

au fuseau mitotique (Sudakin et al., 2001). 
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b. Les protéines du SAC et leurs régulateurs 
 

1) Aurora-B 

AurB est une kinase de la famille des « Aurora » qui joue un rôle dans le SAC et dans 

l’attachement des Mt-Kt et l’alignement des chromosomes à la plaque métaphasique. Elle est 

requise pour la localisation aux Kt des protéines Mps1, Bub1 et Bub3. Cela entraîne ensuite 

un second niveau d’activation en permettant le recrutement de Mad1, Mad2, Cdc20, BubR1 

(et sa phosphorylation) ou encore CENP-E (Ditchfield et al., 2003; Nijenhuis et al., 2013; 

Vigneron et al., 2004). Le rôle le plus important d’AurB dans le SAC semble être le 

recrutement de Mps1 aux Kt non attachés (via interaction avec son domaine 

« tetratricopeptide » (TPR)) (Nijenhuis et al., 2013; Saurin et al., 2011). Le retard d’activation 

de Mps1 et de réponse du SAC après l’inhibition d’AurB est sauvé en forçant la localisation 

de Mps1 aux Kt (Saurin et al., 2011).  

 

2) Mps1  

Mps1 est une kinase essentielle du SAC. Elle est localisée aux Kt et recrutée via AurB 

et Ndc80 (paragraphe précédent). Elle est régulée pendant le cycle avec une activité kinase 

qui atteint son maximum en phase M. Cette activité est augmentée si le SAC n’est pas 

satisfait. Mps1 est nécessaire pour un arrêt en mitose notamment suite à une perturbation du 

fuseau (Liu et al., 2003; Stucke et al., 2002). Elle permet, aux Kt non attachés, le recrutement 

(et la phosphorylation) de Mad1 (Hardwick et al., 1996; Hewitt et al., 2010; Liu et al., 2003; 

Santaguida et al., 2010; Sliedrecht et al., 2010) et de Mad2 (Abrieu et al., 2000, 2001; Hewitt 

et al., 2010; Liu et al., 2003). Mps1 est aussi impliquée dans l’assemblage du complexe 

inhibiteur de Cdc20 en interphase (Maciejowski et al., 2010). Mps1 phosphoryle BubR1 pour 

permettre la génération des épitopes 3F3/2 essentiels pour le recrutement de Cdc20 aux Kt 

non attachés et à l’assemblage du MCC (décrit en partie III.A.3.a) (Conde et al., 2013; Huang 

et al., 2008). Elle interagit aussi physiquement avec un composant du kinétochore et du 

complexe KMN, Ndc80. Chez la levure, Mps1 est capable de phosphoryler Ndc80 in vitro et 

facilite, in vivo, la phosphorylation de Ndc80. La phosphorylation de Ndc80 est importante 

car la mutation des sites de phosphorylation de Ndc80 en Alanine (non phosphorylable) 

résulte en un SAC compromis après traitement au nocodazole alors que leur mutation en acide 

aspartique (qui mime une phosphorylation) cause un arrêt en métaphase avec un SAC 

constitutivement actif (Kemmler et al., 2009). Mps1 interagit avec un autre composant du 
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complexe KMN, KNL-1. KNL-1 est un des substrats majeurs de Mps1 dans un domaine très 

conservé : les répétitions « MELT » (London et al., 2012; Yamagishi et al., 2012). Cette 

phosphorylation des régions « MELT » par Mps1 créée des régions de liaison sur KNL-1 pour 

Bub1 et Bub3 et permet leur recrutement aux Kt. Cela est également régulé par PP1 qui les 

déphosphoryles (London et al., 2012; Vleugel et al., 2015a; Yamagishi et al., 2012; Zhang et 

al., 2014).  

 

3) Plk1 

La kinase Plk1 se localise aux Kt grâce à son interaction avec Bub1 et BubR1 (Arnaud 

et al., 1998; Elowe et al., 2007; Goto et al., 2006; Qi et al., 2006). Elle est impliquée dans le 

recrutement de Mad2, CENP-E, Ndc80 et Cdc20 et sa déplétion / son inhibition induit un 

délai en mitose dû à l’activation du SAC. L’accumulation de Plk1 aux kinétochores est 

régulée par la tension exercée par les Mt sur les Kt (voir plus loin) (Ahonen et al., 2005; 

Sumara et al., 2004). Plk1 va phosphoryler BubR1 pour générer les phospho-épitopes 3F3/2 

aux Kt en absence de tension. Cet évènement participe au SAC (recrutement de Plk1, Mad2 et 

Cdc20) et la stabilisation des attachements (Ahonen et al., 2005; Conde et al., 2013; Elowe et 

al., 2007; Matsumura et al., 2007; Wong and Fang, 2007). Plk1 est également impliquée dans 

la localisation de Mad1 par la phosphorylation de la T680 de Mad1 (Chi et al., 2008). 

4) Bub1 

Bub1 est une kinase qui se localise de façon stable aux Kt des chromosomes non 

attachés de manière bi-orientée mais, à la différence de Mad1 et Mad2, n’est pas 

complètement exclue du Kt lors de l’attachement. Elle est rapidement phosphorylée après 

ajout de drogues qui perturbent la formation du fuseau, laissant penser qu’elle surveille les 

évènements aux Kt (Basu et al., 1999; Jablonski et al., 1998; Rischitor et al., 2007; Shah et 

al., 2004; Sharp-Baker and Chen, 2001; Taylor et al., 2001). Bub1 est requise pour la 

déphosphorylation des phospho-épitopes 3F3/2 en anaphase (Basu et al., 1999), pour le 

recrutement de BubR1, CENP-E, Mad1 et Mad2 ainsi que pour la congression des 

chromosomes (Johnson et al., 2004; Kim et al., 2012; Meraldi and Sorger, 2005; Sharp-Baker 

and Chen, 2001). Son activité kinase n’est pas requise pour générer un signal inhibiteur et 

donc pour la signalisation du SAC (Rischitor et al., 2007). En revanche, la phosphorylation de 

Bub1 par Mps1 ainsi que l’interaction avec son domaine kinase sont nécessaires pour le 

recrutement de Mad1 (London and Biggins, 2014b; Moyle et al., 2014; Vleugel et al., 2015b). 

Bub1 se localise aux Kt en interagissant avec les modules « MELT » de KNL1 et la 
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réexpression de ces modules dans un mutant KNL1 suffit à restaurer la localisation de Bub1, 

ses fonctions dans le SAC et l’alignement des chromosomes (Krenn et al., 2014; London et 

al., 2012; Vleugel et al., 2013, 2015a; Yamagishi et al., 2012). 

 

5) BubR1/Mad3 

Comme Bub1, BubR1 joue un rôle important dans le SAC et est également impliquée 

dans le contrôle de l’attachement des Mt-Kt. Elle se localise au niveau des Kt sous l’action 

d’AurB (qui la phosphoryle également à l’entrée en mitose) et par une interaction avec Bub1 

et, contrairement aux autres protéines du SAC, elle n’est pas exclue du Kt par l’attachement 

stable des Mt (Chan et al., 1999; Ditchfield et al., 2003; Jablonski et al., 1998; Overlack et al., 

2015; Taylor et al., 1998, 2001; Zhang et al., 2015). L’activité kinase de BubR1, nécessaire 

pour son rôle dans le contrôle de l’attachement des Mt-Kt est régulée par la liaison de CENP-

E (Mao et al., 2003, 2005) et n’est pas requise pour le SAC (Harris et al., 2005; Rahmani et 

al., 2009). Son activité dans le SAC dépend en revanche des motifs « KEN » qui participent à 

la liaison de Cdc20 et à la formation du MCC (détaillé en partie III.A.3.a).  

 

6) Bub3 

Bub3 est recrutée aux Kt par les modules « MELT » de KNL1. Elle contient un 

domaine très conservé de liaison au motif « MELT » phosphorylé par Mps1 (« MELTp ») et 

les mutations qui visent ce domaine empêchent le recrutement de Bub1 aux Kt et présentent 

un SAC défectif, suggérant que la reconnaissance par Bub3 de « MELTp » est primordiale 

pour le SAC et le recrutement de Bub1 (Krenn et al., 2014; Primorac et al., 2013; Windecker 

et al., 2009; Zhang et al., 2014). Bub3 est aussi un membre du complexe inhibiteur de 

l’APC/C, le MCC (partie III.A.3.a). 

 

7) Mad1 

En cellule humaine en interphase, Mad1 se localise sur les pores nucléaires. En mitose, 

elle se relocalise aux Kt, d’abord fortement en prométaphase puis seulement sur les 

chromosomes mal alignés en métaphase (Campbell et al., 2001). Chez S. cerevisiae, Mad1 ne 

semble se localiser aux Kt (ou n’est détectable) que lorsqu’il y a des dommages au fuseau 

(Gillett et al., 2004). En cellule humaine, des expériences de « fluorescence recovery after 

photobleaching » (FRAP) ont révélé que Mad1 est stablement associée aux Kt non attachés 
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puis retirée et relocalisée au pôle après l’attachement (Shah et al., 2004). Elle est recrutée aux 

Kt via une interaction qui nécessite le domaine carboxy-terminal de Bub1 (Brady and 

Hardwick, 2000; Heinrich et al., 2014; Kim et al., 2012; Kruse et al., 2014; London and 

Biggins, 2014b; Moyle et al., 2014).  

 

Le rôle principal de Mad1 aux Kt est de recruter Mad2 en le liant directement, puis de 

l’activer en changeant sa conformation (voir partie suivante) (Campbell et al., 2001; Luo et 

al., 2002; Sironi, 2002). Des mutants de Mad1 (dans la région C-terminale) incapables de lier 

Bub1 ne se localisent plus aux Kt, ne sont plus capables de recruter Mad2 et présentent un 

SAC inactif. Le ciblage forcé de cette version mutante de Mad1 aux Kt restore le recrutement 

de Mad2 mais de manière surprenante, le SAC est toujours inactif (comme dans un mutant 

Mad1 pour lequel la localisation aux Kt de Mad2 actif est forcée), laissant penser que la 

région C-terminale de Mad1 joue un rôle important dans le SAC en collaboration avec Bub1 

(Ballister et al., 2014; Heinrich et al., 2014; Kruse et al., 2014; Moyle et al., 2014). Il est aussi 

intéressant de noter que le re-ciblage de Mad1 aux Kt attachés en métaphase suffit à réactiver 

le SAC après que ce dernier ait été satisfait (Ballister et al., 2014; Kuijt et al., 2014). Mad1 

semble également jouer un rôle dans la régulation des attachements Mt-Kt en plus du 

recrutement de Mad2 car chez la drosophile, un mutant Mad1 nul présente, contrairement au 

mutant Mad2 nul, des défauts de ségrégation des chromosomes dus en partie à une mérotélie 

persistante (attachement au deux pôles d’un même Kt) (Emre et al., 2011). 

 

8) Mad2 

Mad2 se localise transitoirement aux Kt des chromosomes non attachés grâce à son 

interaction avec Mad1. Elle est exclue du Kt de manière Mt dépendante lors de l’attachement 

pour prévenir la formation de nouveaux complexes inhibiteurs de l’anaphase (Buffin et al., 

2005; Chen et al., 1998; Howell et al., 2000; Shah et al., 2004). Elle se localise également, 

comme Mad1, sur les pores nucléaires en interphase (Campbell et al., 2001). La localisation 

de Mad2 aux Kt semble également impliquer le complexe RZZ (Rod/Zw10) pour le recruter 

et le retirer (Buffin et al., 2005; Caldas et al., 2015; Silió et al., 2015).  

 

La liaison de Mad2 sur Mad1 aux Kt entraîne un important réarrangement de sa 

conformation et elle passe d’une forme inactive « open» (O-Mad2, incapable de lier Cdc20) à 

une forme active « closed » (C-Mad2), qui est capable de se lier avec Cdc20 (Luo et al., 2002; 
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Sironi, 2001, 2002; Vink et al., 2006). Le modèle des évènements pour la formation du 

complexe C-Mad2:Cdc20 qui semble aujourd’hui faire consensus est appelé « Mad2 

template ». Le complexe Mad1:C-Mad2 va à son tour permettre le recrutement d’autres O-

Mad2 (dimérisation) et accélérer leurs transitions en conformation c-Mad2. Les c-Mad2 ainsi 

produits vont être relargués pour pouvoir interagir avec Cdc20 pour former le MCC (partie 

III.A.3.a) (De Antoni et al., 2005; Fava et al., 2011; Luo et al., 2004; Mapelli et al., 2006; 

Nezi et al., 2006; Simonetta et al., 2009). 

 

2. La surveillance des défauts Mt-Kt.  
 

Le SAC est en charge de surveiller que les attachements Mt-Kt soient corrects afin 

d’éviter des erreurs de ségrégation des chromosomes. Le mécanisme de surveillance se met en 

place au niveau du Kt avec toute la machinerie décrite au paragraphe précédent. Cependant, le 

type de défaut aux Kt surveillé par le SAC n’est pas encore bien compris. Deux hypothèses 

existent actuellement, la première propose que le SAC surveille la tension exercée aux Kt par 

les Mt lorsqu’ils sont attachés (Li and Nicklas, 1995). La seconde propose plutôt un modèle 

dans lequel c’est directement l’attachement qui est intégré par le SAC (Rieder et al., 1995).  

 

a. Le modèle de tension 
 

Le premier argument en faveur du modèle de tension est apporté par Li et Nicklas en 

1995. Dans leur étude, les auteurs ont appliqué une tension à l’aide d’une micro-aiguille sur 

un Kt non attaché de spermatocytes de Mante religieuses et mis en évidence que dans ces 

conditions, les cellules rentraient plus rapidement en anaphase (~56 min au lieu de 5-6H) (Li 

and Nicklas, 1995). Plus tard, chez S. cerevisiae, d’autres expériences ont également suggéré 

que la tension aux Kt était importante. Des cellules ont été forcées à se re-diviser sans avoir 

préalablement répliqué leur ADN, générant ainsi des chromosomes sans chromatide sœur et 

donc sans la possibilité d’établir une tension. Les auteurs ont ainsi mis en évidence une 

activation du SAC qu’ils imputent à l’absence de tension et des résultats similaires ont été 

obtenus à partir de cellules méiotiques (Shonn et al., 2000; Stern and Murray, 2001). Par 

« förster resonance energy transfer » (FRET), il a également été démontré que la 

phosphorylation des substrats d’AurB aux Kt dépend de la distance entre la kinase et le Kt 

externe. Repositionner AurB plus près du Kt empêche la stabilisation des Mt-Kt et active le 
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SAC, la tension serait donc détectée par AurB en l’éloignant de ses substrats (Liu et al., 

2009). Mais ici on ne peut pas exclure que ce soit l’absence d’attachement stable, à cause de 

la présence d’AurB, qui soit à l’origine de l’activation du SAC plutôt que le manque de 

tension. Pour être complet, on peut noter un modèle un peu différent prenant en compte la 

tension mécanique des Mt. En effet, en comparant la distance entre deux protéines étiquetées 

avec un marqueur fluorescent, Ndc80-GFP (Kt externe) et « centromere identifier » Cid-

mCherry (Kt interne), il a été observé une corrélation entre leur distance et l’activation du 

SAC (Maresca and Salmon, 2009) ce qui suggère que le SAC surveillerait plutôt la tension 

intraKt.  

 

b. Le modèle d’attachement 
 

Ce modèle propose que ce soit l’occupation de tous les sites d’attachements des Mt sur 

un Kt qui soit surveillé par le SAC. Dans leur expérience de 1995, Rieder et collaborateurs 

ont mis en évidence que la destruction du dernier Kt non attaché suffisait à éteindre le SAC. 

Le Kt détruit n’est pas capable de maintenir le SAC actif suggérant donc que le signal 

inhibiteur vient du Kt et que ce dernier n’est plus produit quand il est bien attaché (Rieder et 

al., 1995). En adéquation avec ce modèle, il faut noter que la mérotélie semble également 

difficilement détectée par le SAC. En cellules PtK1 qui présentent des anaphases avec des 

chromosomes retardés dans ~1% des cas, cela est augmenté jusqu'à ~18% quand elles sont 

traitées avec une faible dose de nocodazole. Ces chromosomes retardés montrent des 

chromatides qui présentent un attachement mérotélique et ne présentent pas de signal Mad2 

(alors que la mérotélie crée un problème de tension). Ces observations semblent donc indiquer 

que c’est bien l’attachement plutôt que la tension qui est intégré par le SAC (Cimini et al., 

2001). Plus récemment, une compétition entre Mps1 et les Mt pour la liaison à Ndc80 a été 

mise en évidence chez S. cerevisiae et chez l’homme. La liaison des Mt sur Ndc80 aux Kt 

retire Mps1 et le rend alors incapable de phosphoryler les modules « MELT » de KNL1 et 

rend ainsi le SAC inactif (Aravamudhan et al., 2015; Hiruma et al., 2015; Ji et al., 2015). Par 

ailleurs, un mutant de Ndc80 pour lequel les fonctions d’attachement des Mt sont préservées 

mais pas celles de corrections (non phosphorylable par AurB) présente un SAC satisfait par 

l’attachement des Mt aux Kt même quand il n’y a pas bi-orientation. Ceci renforce le modèle 

selon lequel l’activité du SAC serait modulée par l’attachement des Kt aux Mt (Etemad et al., 

2015; Tauchman et al., 2015). 
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c. Le rôle central d’AurB 
 

Nous avons vu précédemment qu’AurB joue un rôle central dans la mise en place du 

SAC. Un autre rôle majeur d’AurB aux Kt est de permettre l’établissement d’attachements 

Mt-Kt bi-orientés en déstabilisant les mauvais attachements (Hauf et al., 2003; Kallio et al., 

2002; Lampson et al., 2004; Tanaka et al., 2002b). Un des moyens qu’elle utilise est de 

recruter la kinésine déstabilisatrice MCAK aux Kt (Lan et al., 2004) mais également de 

réduire l’affinité de Ndc80 pour les Mt (Cheeseman et al., 2006). Les fonctions d’AurB 

peuvent donc permettre de faire un lien entre les deux modèles de détection des erreurs 

d’attachements Mt-Kt. En répondant à un manque de tension et en créant des Kt non attachés, 

AurB active le SAC dont elle a préalablement chargé tous les composants. Cette hypothèse 

est nettement étayée par les résultats de Pinsky et collaborateurs qui montrent que chez des 

mutants du Kt qui ne présentent pas d’attachement stable (chez S. cerevisiae), l’inhibition 

d’AurB suffit à restaurer ces attachements (plus de déstabilisation) et à éteindre le SAC 

(Pinsky et al., 2006). De plus, la phosphorylation de différents substrats par AurB aux 

kinétochores est strictement corrélée à l’état d’attachement des chromosomes au fuseau 

mitotique : lorsque les chromosomes sont correctement attachés aux Mt, ces phosphorylations 

vont diminuer. 

 

Il est donc proposé qu’AurB soit au sommet de la pyramide de signalisation en 

permettant, d’une part, la correction des erreurs d’attachement en créant des Kt non attachés 

et en « surveillant » la mise sous tension et, d’autre part, en permettant l’activation directe du 

SAC en présence de ces Kt non attachés (Biggins and Murray, 2001; Ditchfield et al., 2003; 

Hauf et al., 2003; Santaguida et al., 2011; Tanaka et al., 2002b). Son rôle dans la mise en 

place de la signalisation du SAC est, par ailleurs, indépendant de son rôle dans l’attachement.  

 

3. L’inhibition de l’APC/C 
 

Le SAC bloque l’entrée en anaphase en inhibant l’APC/C qui ne peut alors plus 

ubiquitinyler ses substrats (CycB et Sécurine) pour promouvoir la sortie de mitose. Pour cela, 

il génère un signal inhibiteur aux Kt non attachés (Rieder et al., 1995) qui est, à l’heure 

actuelle, considéré comme étant le MCC composé de Mad2, BubR1, Bub3, et Cdc20 

(Sudakin et al., 2001). Cependant, la véritable nature du signal inhibiteur est encore sujet à 

débat. 
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a. Formation du complexe inhibiteur de l’APC/C 
 

La liaison de Mad1 aux Kt permet le recrutement et l’activation de Mad2 comme 

évoqué dans la partie III.A (Figure 6). Cela permet à C-Mad2 de lier et de former un 

complexe avec Cdc20 capable de prévenir l’activation de l’APC/C et la dégradation de ses 

substrats (Fang et al., 1998; Hwang et al., 1998; Kallio et al., 1998; Kim et al., 1998; 

Wassmann and Benezra, 1998). D’autres protéines font également partie de ce complexe 

inhibiteur, BubR1/Mad3 (Chan et al., 1999; Hardwick et al., 2000; Hwang et al., 1998; 

Sudakin et al., 2001) et Bub3 (qui servirait de plateforme d’assemblage) (Fraschini, 2001). En 

interphase et en début de mitose, le MCC est formé indépendamment du Kt (qui n’est pas 

encore totalement formé) (Fraschini, 2001; Meraldi et al., 2004; Sudakin et al., 2001) puis 

ensuite, sa formation est catalysée aux Kt non attachés en réponse au SAC. Le MCC est un 

inhibiteur 3000 fois plus efficace que C-Mad2 : Cdc20 seul (Sudakin et al., 2001). En 

revanche, la véritable composition du MCC final est encore soumise à débat. Cdc20 est 

capable de former un complexe comprenant uniquement BubR1 et Bub3 et exempt de Mad2 

(appelé BCC), ce complexe semble d’ailleurs être un meilleur inhibiteur de l’APC/C (Fang, 

2002; Tang et al., 2001). Le rôle de Mad2 serait alors uniquement de permettre la formation 

du complexe en modifiant la conformation de Cdc20, rendant accessible un site de liaison à 

Bubr1 et serait retiré pour former le complexe final (Davenport et al., 2006; Fang, 2002; Han 

et al., 2013; Kulukian et al., 2009; Nilsson et al., 2008).  

 

Mais des résultats récents utilisant des sous-complexes in vitro viennent contredire 

cette hypothèse. En effet, l’absence de Mad2 cause une baisse de l’efficacité d’inhibition de 

l’APC/C suggérant alors, avec d’autres résultats, qu’il a un rôle de stabilisation dans ce 

complexe (Chao et al., 2012; Kaisari et al., 2016). De plus, chez la levure, BubR1 serait 

nécessaire pour la liaison stable de Mad2 à Cdc20. L’expression d’une protéine de fusion 

Mad2-BubR1 (mais pas la surexpression de l’une ou l’autre) induit un arrêt en métaphase 

indépendant du Kt ou des autres protéines du SAC, arguant en faveur d’un rôle plus important 

pour MCC plutôt que pour le BCC (Lau and Murray, 2012). Des expériences d’immuno-

précipitation de l’APC/C à partir de cellules arrêtées en mitose à cause du SAC ont montré 

que les protéines Mad2, BubR1 et Cdc20 sont associées à l’APC/C (Braunstein et al., 2007). 

Mad2 est également capable d’inhiber Cdc20 en se liant sur un site requis pour 

l’interaction/activation de l’APC/C (Izawa and Pines, 2012). Le MCC est capable de lier deux 

molécules de Cdc20 par BubR1. BubR1 contient deux sites de liaison à Cdc20, un site fort 
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entre les résidus 490 et 560, mais la mutation de ce site ne semble pas avoir d’effet sur le 

SAC. Un second site est présent dans la région amino-terminale et est fortement spécifique 

pour Cdc20 lié à Mad2, la formation du MCC et pour l’inhibition de l’APC/C. En fait, ce sont 

deux régions « KEN-box » qui sont impliquées dans cette liaison (Burton and Solomon, 2007; 

Davenport et al., 2006; Elowe et al., 2010; King et al., 2007; Lara-Gonzalez et al., 2011; 

Malureanu et al., 2009; Rahmani et al., 2009). La « KEN-box » située en C-terminale semble 

requise pour l’inhibition de l’APC/C lorsque celui-ci est déjà activé par Cdc20 pour bloquer le 

recrutement des substrats et ainsi inhiber ou rapidement ré-inhiber (après satisfaction du SAC) 

l’APC/C (Izawa and Pines, 2015; Lara-Gonzalez et al., 2011; Malureanu et al., 2009). Deux 

autres régions de BubR1 ont été identifiées comme importantes pour maintenir la liaison avec 

Cdc20 et l’intégrité du MCC, la « Phe-Box » et la  « D-box », présentes dans la région 

centrale de la protéine (Diaz-Martinez et al., 2015).  

 

b. Rôle du MCC 
 

Deux hypothèses sont actuellement avancées pour expliquer le mécanisme par lequel 

le MCC inhibe l’activation de l’APC/C. D’abord, en liant Cdc20 et en se liant sur la séquence 

de liaison de Cdc20 sur l’APC/C, le MCC séquestre Cdc20 et l’empêche de rentrer en contact 

avec l’APC/C pour former un récepteur des motifs de dégradation D-box (Chao et al., 2012; 

Herzog et al., 2009). La seconde hypothèse propose que la liaison du MCC sur l’APC/C 

active une sous-unité de l’APC/C (APC15) et cela favorise l’ubiquitinylation de Cdc20 et sa 

destruction. Mais cette fonction semble surtout requise pour permettre l’extinction du SAC et 

l’entrée rapide en anaphase (Foster and Morgan, 2012; Mansfeld et al., 2011; Nilsson et al., 

2008; Uzunova et al., 2012). Un troisième mécanisme, indépendant du MCC, pour inhiber 

Cdc20 pourrait être sa phosphorylation par Bub1 et Plk1, ce qui l’empêcherait directement 

d’activer l’APC/C (Jia et al., 2016; Tang et al., 2004). 

 

4. Satisfaction du SAC et sortie de mitose 
 

Une fois que tous les Kt sont correctement attachés, le SAC est dit « satisfait » et la 

cellule entre alors en anaphase. Pour cela, il faut rapidement lever l’inhibition de l’APC/C et 

empêcher la formation de nouveau complexe MCC. Pour autant, il semble que la réponse du 

SAC ne se fasse pas en tout ou rien (« on » ou « off »). La « force » du signal, et aussi son 
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arrêt, dépendent de la quantité de Mad2 recrutée aux Kt et de complexe inhibiteur MCC 

formés dans un modèle de rhéostat plutôt que d’interrupteur (Collin et al., 2013). Une étude 

dans ce sens a montré que la « force » du signal dépend du nombre de Kt non attachés (Dick 

and Gerlich, 2013). 

 

a. Rôle des phosphatases 
 

Le SAC est activé par phosphorylation des substrats d’AurB. Pour permettre 

l’extinction et le contrôle du SAC, une activité phosphatase est donc potentiellement 

nécessaire aux Kt pour mettre fin à la signalisation. PP1 semble jouer ce rôle : ainsi, une 

surexpression de cette phosphatase chez S. cerevisiae prévient l’activation du SAC en réponse 

à des défauts d’attachements (Pinsky et al., 2009). Chez S. pombe, PP1 est également requise 

pour l’entrée en anaphase (Vanoosthuyse and Hardwick, 2009). Elle semble agir en se liant à 

KNL1 sur le motif « RVSF », cette liaison est inhibée par AurB (et favorisée par le 

recrutement par un SAC actif de PP2-B56 qui contre AurB). La persistance de l’interaction 

entre PP1 et KNL1 est suffisante pour éteindre le SAC (Espert et al., 2014; Liu et al., 2010; 

Meadows et al., 2011; Nijenhuis et al., 2014; Rosenberg et al., 2011; Shepperd et al., 2012). 

 

b. Le mécanisme dit de « streaming » 
 

La liaison des Mt aux Kt permet le recrutement de moteurs moléculaires comme le 

complexe dynéine/dynactine. Plusieurs observations ont montré que les protéines du SAC 

comme Mad1, Mad2 ou Rod sont exclues du Kt et relocalisées sur le fuseau lors de 

l’attachement des Kt par un mécanisme vraisemblablement dépendant de la dynéine/dynactine 

(Basto et al., 2004; Buffin et al., 2005; Howell et al., 2000, 2001; Karess, 2005; Wojcik et al., 

2001). La liaison des Mt sur les Kt a également pour effet de retirer Mps1 et ainsi d’inactiver 

la phosphorylation de KNL1 (Aravamudhan et al., 2015) (partie III.A.1.b.2). 

L’autophosphorylation de Mps1 semble également nécessaire pour son retrait du Kt et donc 

l’extinction du SAC et l’entrée en anaphase. L’inhibition de l’activité kinase de Mps1 

augmente son temps de résidence aux Kt (Jelluma et al., 2010). 
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c. L’ubiquitinylation de Cdc20 
 

L’ubiquitinylation de Cdc20 semble avoir un rôle important dans le SAC. D’une part 

elle permet, en entraînant sa dégradation, d’inhiber Cdc20 et donc l’APC/C (Partie III.A.3.b) 

et d’autre part, elle semble également impliquée dans le désassemblage rapide du MCC et 

l’activation rapide de l’APC/C quand le SAC est satisfait. En effet, la multi-ubiquitinylation 

de Cdc20 conduit à la dissociation du MCC (processus contré par un Cdc20 non 

ubiquitinylable) (Reddy et al., 2007). Ainsi l’ubiquitinylation de Cdc20 permet de réguler 

l’association du MCC à l’APC/C en entraînant la dégradation du Cdc20 dans le complexe, ce 

qui a pour effet de déstabiliser le MCC et permettre ainsi la levée rapide de l’inhibition de 

l’APC/C quand le SAC est satisfait. La sous-unité de l’APC/C responsable de cette 

polyubiquitinylation est l’APC15 (il n’as pas d’autre substrat connu), située proche du site de 

liaison du MCC, et sa déplétion entraîne un arrêt prolongé en mitose, montrant ainsi le rôle de 

la polyubiquitinylation de Cdc20 dans l’extinction du SAC (Foster and Morgan, 2012; 

Mansfeld et al., 2011; Uzunova et al., 2012).  

 

d. p31comet et TRIP13 
 

p31comet (nommée après p31) est un interacteur de Mad2 dont l’association coïncide 

avec la dissociation de Cdc20. La surexpression de p31 dans des cellules arrêtées par le SAC 

entraîne la sortie de mitose (Habu et al., 2002). De même, la déplétion de p31 cause un délai 

en métaphase après le retrait du nocodazole en retardant la dissociation entre Mad2 et Cdc20 

(nécessaire pour l’extinction du SAC) et cette dissociation est encore plus difficile en 

présence d’une forme de Cdc20 non ubiquitinylable (Jia et al., 2011; Xia et al., 2004). Cela 

montre que l’ubiquitinylation de Cdc20 et p31 sont deux mécanismes importants pour la 

dissociation de Mad2. De manière générale, p31 permet le désassemblage du MCC en liant 

Mad2, ce qui entre en compétition avec la liaison de BubR1 et entraîne le relargage de Cdc20 

(Chao et al., 2012; Teichner et al., 2011; Varetti et al., 2011). La liaison de p31 à Mad2 

stimule également la phosphorylation de Cdc20 par Cdk1 et cela aide à la dissociation du 

MCC (Miniowitz-Shemtov et al., 2012). Un facteur a récemment été découvert comme 

favorisant le désassemblage du MCC par p31, il s’agit de « thyroid receptor interacting 

protein 13 » (TRIP13). C’est une AAA ATPase qui interagit avec p31 pour permettre le 

relargage de Mad2 (Eytan et al., 2014). La déplétion de TRIP13 entraîne un délai dans 

l’activation de l’APC/C et bloque les cellules en métaphase à cause de l’absence de 
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dissociation du MCC par p31 (Wang et al., 2014). Son rôle exact semble être de changer la 

conformation de Mad2 de « closed » à « open » et ainsi de l’inactiver en collaboration avec 

p31. En adéquation avec ce modèle, des cellules HeLa mutantes pour p31 voient ce 

changement de conformation ralentie alors que les cellules mutantes pour TRIP13 ne 

contiennent que la forme C-Mad2 (Ma and Poon, 2016; Ye et al., 2015b).  

 

B. SAC et aneuploïdie 

 

L’aneuploïdie correspond à un gain d’une partie ou de la totalité d’un ou plusieurs 

chromosomes. C’est un marqueur retrouvé dans de très nombreux cancers humains (Duijf et 

al., 2013; Mertens et al., 1994) et l’aneuploïdie a été proposé au début du XXème siècle par le 

biologiste Allemand Theodor Boveri comme une cause possible des cancers (Boveri, 2008) 

(Figure 7). 

 

1. L’aneuploïdie due à des défauts de SAC 
 

Comme nous venons de le voir, le SAC a pour vocation d’éviter les erreurs de ségrégations 

des chromosomes. Chez plusieurs espèces, un défaut de SAC causé par la mutation d’une 

protéine de la cascade de signalisation entraîne des problèmes de ségrégation des 

chromosomes et de l’aneuploïdie (Baker et al., 2004; Basu et al., 1999; Dobles et al., 2000; 

Kitagawa and Rose, 1999; Li and Murray, 1991; Michel et al., 2001; Schliekelman et al., 

2009). C’est également le cas pour la surexpression de Mad2 (Schvartzman et al., 2011; 

Sotillo et al., 2007, 2010). On retrouve également des défauts du SAC dans certains cancers. 

Par exemple, les gènes BUBR1 et BUB1 sont mutés, entraînant une instabilité génétique et de 

l’aneuploïdie dans des cancers du côlon. Cela suggère que la perte (ou la faiblesse) du SAC 

contribue à la tumorigénèse dans ce cas (Cahill et al., 1998). Ce lien entre perte de fonction du 

SAC et cancer est également mis en évidence dans un syndrome humain rare, le « mosaic 

cariegated aneuploidy », qui présente une forte prédisposition à l’aneuploïdie et aux cancers 

chez l’enfant (Hanks et al., 2004). 
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Figure 7 : Aneuploïdie et tumorigénèse. Dans un tissus sain (A), lors de la division 

cellulaire, un défaut de ségrégation de tout ou partie d’un chromosome peut survenir en raison 

d’un problème dans la formation du fuseau mitotique ou du SAC. Une des deux cellules fille 

hérite alors d’un nombre anormal de chromosome (B) ce qui peut conduire à une instabilité 

génétique et lui conférer un avantage prolifératif pouvant mener à la formation de tumeurs (C) 

et à la carcinogénèse (Janssen and Medema, 2013). 
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2. Aneuploïdie et tumorigénèse 
 

Cancer et aneuploïdie étant fréquemment retrouvés associés (Duijf et al., 2013; 

Mertens et al., 1994), il est judicieux de se demander s’il existe un lien de causalité entre l’un 

et l’autre : l’aneuploïdie est-elle un facteur induisant la tumorigénèse ou une conséquence de 

celle-ci ? 

 

Pour répondre à cette question, de nombreuses expériences ont été menées chez la 

souris en créant des lignées mutantes pour des gènes du SAC. La mutation de Mad1, Mad2, 

CENP-E, ou encore Bub1 (à l’état hétérozygote) entraîne chez les souris, le développement de 

tumeurs spontanées associées à de l’aneuploïdie (Iwanaga et al., 2007; Jeganathan et al., 

2007; Michel et al., 2001; Weaver et al., 2007). C’est également le cas pour la surexpression 

de Mad2 et Bub1 (Ricke et al., 2011; Sotillo et al., 2010). L’aneuploïdie dans les cellules 

induit l’activation de p53 et l’apoptose. La perte de p53 offre un avantage aux cellules 

aneuploïdes qui peuvent alors proliférer et favoriser le développement de tumeurs (Li et al., 

2010). Chez la drosophile, l’instabilité chromosomique induit également l’apoptose, de façon 

indépendante de p53 (contrairement aux mammifères) via la kinase « c-Jun N-terminal 

kinases » (JNK). Quand les voies apoptotiques sont inactivées dans des cellules épithéliales 

de la larve, l’aneuploïdie contribue alors à la prolifération cellulaire et à la formation de 

tumeurs (Dekanty et al., 2012). En revanche, une trop forte et brutale aneuploïdie dans les 

cellules humaines en culture est délétère et conduit à la mort de ces cellules (Janssen et al., 

2009, 2011; Silk et al., 2013).  

 

Ensembles, ces données montrent que l’aneuploïdie modérée est un facteur favorisant 

la tumorigénèse et qu’elle s’associe à d’autres mutations (perte d’un suppresseur de tumeurs 

ou gain d’un oncogène (Baker et al., 2009)) au cours du processus oncogénique. En revanche, 

elle devient létale pour les cellules quand elle est trop importante, ouvrant ainsi la voie à de 

nouvelles thérapeutiques (Janssen et al., 2009, 2011). 
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 Le Nb de drosophile IV.

 

Le neuroblaste de drosophile (Nb) est une cellule souche neurale polarisée, présente 

dans le cerveau de la larve, et à l’origine de la formation des neurones. Le Nb se divise de 

manière asymétrique pour donner naissance à deux cellules filles différentes en taille et en 

destin (Figure 8a). La plus petite va, à terme, se différencier en neurones alors que la grosse 

va rester un Nb (auto-renouvellement). Cela est essentiel pour l’homéostasie du système 

nerveux central de la larve (SNC). C’est un modèle très puissant pour l’étude de la mise en 

place et de l’effet de la polarité cellulaire sur l’homéostasie tissulaire et la tumorigénèse (Li et 

al., 2014). Dans cette partie, je vais présenter les connaissances actuelles sur ce modèle ainsi 

que les effets sur l’homéostasie tissulaire (et la tumorigénèse) de la dérégulation des 

mécanismes de polarité et de différenciation/prolifération. 

 

A.  Les différents types de Nb 

 

Les Nb embryonnaires sont issus de la délamination de cellules du neurectoderme 

(Skeath and Thor, 2003). Après une phase de prolifération qui suit l’éclosion de la larve, ces 

Nb entrent en quiescence. Ils connaissent ensuite une seconde vague d’expansion au stade 

larvaire qui correspond à la fin du stade L1/début de L2 pour atteindre un nombre d’environ 

85-100 par lobes et cessent de se diviser 20 à 30 h après la pupation (Ito and Hotta, 1992). Il 

existe deux types de Nb, selon leur lignage, qui composent la population totale des Nb du 

cerveau central (Bello et al., 2008; Boone and Doe, 2008; Bowman et al., 2008). Les Nb de 

type I sont majoritaires, ils se divisent asymétriquement pour donner un Nb (auto-

renouvellement) et une plus petite cellule, la « ganglion mother cell » (GMC), qui se divisera 

une fois et se différenciera à terme en neurone. Ces Nb expriment le facteur de transcription 

pro-neural Asense (Ase) (Jarman et al., 1993) et localisent Prospero (Pros), un autre facteur 

de transcription, au pôle basal lors de la mitose (Hirata et al., 1995). Les Nb de type II, au 

nombre de 8 par hémisphère (dans la région dorso-médiane), n’expriment ni Ase ni Pros et 

leur division asymétrique donne naissance à un Nb ainsi qu’à une cellule appelée 

« intermediate neural progenitor » (INP) au lieu d’une GMC. Ces INP d’abord immatures, 

maturent ensuite par un mécanisme dépendant des protéines Brat et Numb et se mettent à 

exprimer Ase et Pros.  
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Figure 8 : La division asymétrique et le lignage cellulaire des Nb de type I et II. (A) 

Schéma de la division asymétrique d’un Nb. La division du Nb est asymétrique en taille et en destin. 

La petite cellule hérite des déterminants de polarité basale (jaune) et deviendra une GMC qui se 

différenciera et donnera à terme deux neurones. La plus grande cellule, quant à elle, hérite des 

déterminants de polarité apicale (rouge) et conservera une identité de cellule souche (Nb). (B) Dans la 

lignée cellulaire de type I (gauche), la division asymétrique va engendrer la formation de plusieurs 

GMC (jaune) qui expriment le marqueur Pros et qui à terme se différencieront en neurones. Dans la 

lignée de type II (droite), la division asymétrique du Nb va, dans un premier temps, donner naissance à 

un INP immature (rose) qui n’exprime ni Pros ni Ase, et qui va ensuite maturer en INP mature 

(orange) en gagnant l’expression de Pros. Cet INP mature va se diviser asymétriquement à son tour en 

un INP et une GMC (jaune) exprimant Pros et qui se différenciera à terme en neurones (gris). 
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Ils deviennent alors capables de se diviser alors de manière asymétrique (mais 

morphologiquement symétrique) pour donner naissance à un INP et à une GMC (Bello et al., 

2008; Boone and Doe, 2008; Bowman et al., 2008). Ces Nb de types II sont capables de 

former un nombre bien plus important de neurones que les types I (10 neurones au lieu de 2, 

400-500 au total contre 100-150) malgré leur faible nombre du fait de la production des INP 

qui vont générer plus de GMC (Bello et al., 2008; Boone and Doe, 2008) (Figure 8b). 

 

 Le maintien du lignage des Nb de type II est assuré par de nombreuses protéines. 

Parmi elles, « Pointed P1 » (PntP1) appartient à la famille des facteurs de transcription « E26 

transformation-specific » (Ets). Le rôle de PntP1 est de bloquer l’expression d’Ase dans les 

types II et les INP immatures en inhibant l’action de Yan, un répresseur des Ets. La perte de 

PntP1 entraîne une expression ectopique d’Ase et la perte des INP. L’expression de PntP1 

dans les types I induit la formation de cellules filles proches des INP et non plus des GMC 

(Zhu et al., 2011). Le facteur de transcription à motif « zinc finger » Klumpfuss (Klu) 

participe lui aussi au maintien de l’identité du Nb de type II. Il n’est exprimé que dans les Nb 

de types I et II et INP matures mais pas dans les INP immatures où son activité est inhibée par 

Brat, il permet alors de faire la distinction entre les deux stades des INP. La perte de Klu 

entraîne la perte des types II à cause d’une différenciation prématurée et son expression 

ectopique en INP induit leur dédifférenciation en type II (Berger et al., 2012; Xiao et al., 

2012). Numb hérité par l’INP immature, inhibe la voie Notch pour limiter l’expression des 

facteurs de transcription eIF4E et Myc. Dans le cas d’une hyperactivation de Notch dans les 

INP, ces deux facteurs sont surexprimés et cela conduit à une surprolifération dans le SNC 

(Song and Lu, 2011). Trithorax (Trx) est un acteur du lignage de type II. Les types II mutants 

pour Trx perdent peu à peu leur capacité à faire des INP au profit des GMC et dérivent en 

type I. Trx maintient l’identité des types II de manière épigénétique en conservant actif le 

locus comprenant le gène du facteur de transcription Buttonhead (Btd) via l’activité methyl-

transférase du complexe « SET domain containing 1 - myeloid/lymphoid or mixed-lineage 

leukemia » (SET1/MLL) (Komori et al., 2014). Btd participe également au maintien des INP 

en limitant leur différenciation prématurée en GMC en supprimant l’expression de Pros dans 

les INP immatures en coopération avec PntP1 (Xie et al., 2014). 

 

 Au niveau des INP matures, le premier facteur identifié est Earmuff (Erm). Il 

fonctionne de manière cellule autonome pour maintenir le potentiel de développement 

restreint des INP. Elle joue son rôle en association avec des composants du complexe de 
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remodelage de la chromatine « switch/sucrose nonfermentable » (SWI/SNF) que sont 

Brahama (Brm), l’histone désacétylase HDAC3 et Osa (qui induit le facteur de transcription 

Hamlet). Ensembles, ces protéines induisent un programme transcriptionnel dans les INP qui 

limite leur auto-renouvellement (en activant notamment Pros pour limiter la prolifération) et 

prévient leur dédifférenciation en Nb de type II (en inhibant la voie Notch) (Eroglu et al., 

2014; Janssens et al., 2014; Koe et al., 2014; Weng et al., 2010).  

 

B. La polarité et l’orientation du fuseau dans le Nb  

1. La polarité apico-basale  
 

Le Nb est une cellule souche polarisée selon un axe apico-basal. Cette polarité est 

établie par la répartition différentielle de déterminants corticaux au pôle apical ou au pôle 

basal (Figure 9). A l’issue de la division asymétrique, la petite cellule (GMC ou INP) va 

hériter des déterminants basaux et la grosse va, quant à elle, hériter des apicaux (Figure 8a).  

 

Le pôle apical est défini par la présence du complexe kinase PAR. Ce complexe est 

composé de la kinase aPKC, PAR-6 et PAR-3/Bazooka (Baz). L’activité d’aPKC est critique 

dans ce complexe car l’association de différents partenaires au cortex va être régulée par son 

activité kinase. aPKC est dans un premier temps inhibé par la présence de la protéine Lgl qui 

prend la place de Baz et qui bloque l’activité kinase d’aPKC (Atwood and Prehoda, 2009; Lee 

et al., 2006b; Yamanaka et al., 2003). Le complexe PAR est activé grâce à la phosphorylation 

de PAR-6 par AurA. Cela participe à la localisation et à l’activation d’aPKC et permet le 

relargage de Lgl phosphorylé par aPKC. Il y a alors recrutement de Baz pour l’activation 

complète d’aPKC (Atwood and Prehoda, 2009; Lee et al., 2006a; Wang et al., 2006; Wirtz-

Peitz et al., 2008). De façon intéressante, AurA devenant active en mitose, ce processus 

d’activation permet donc de coupler l’activation d’aPKC avec l’entrée en mitose. Le 

complexe PAR actif est alors responsable, par phosphorylation directe, de l’exclusion au 

cortex apical et de la localisation au cortex basal des protéines Miranda (Mira) et Numb 

(Atwood and Prehoda, 2009; Smith et al., 2007; Wirtz-Peitz et al., 2008).  
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Figure 9 : Mise en place de la polarité apico-basale du Nb de D. melanogaster. Au pôle apical, au 

début de la prophase, la kinase AurA va phosphoryler PAR-6, membre du complexe PAR, ce qui 

permet l’activation d’un autre membre du complexe, aPKC, et la phosphorylation ainsi que l’exclusion 

de Lgl. Cette exclusion permet le recrutement de PAR-3/Baz pour former le complexe PAR actif. Le 

complexe PAR phosphoryle, via aPKC, les protéines Mira et Numb pour les exclure du cortex apical 

et restreindre leur localisation au pôle basal. Mira phosphorylée va ensuite recruter Brat et Pros au 

pôle basal (lignage de type I). Numb phosphorylée est quant à elle recrutée par PON qui est 

préalablement phosphorylée par Polo. En apical, le complexe PAR via PAR-3/Baz, va lier Insc qui va 

à son tour recruter Pins. Pins sert de plateforme liant l’orientation du fuseau avec la polarité. Elle 

recrute Gαi qui lie le complexe à la membrane et recrute également NuMA/Mud et Dlg, impliquées 

dans l’ancrage et l’orientation du fuseau mitotique en interagissant avec les Mt astraux (voir le texte 

pour les détails). 

 

 



 

64 
 

Nous avons vu que le rôle d’aPKC est crucial dans ce système. Des publications 

récentes ont révélé de nouveaux mécanismes de régulation de son activité kinase. Par 

exemple, la phosphatase PP2A est un régulateur négatif de l’activité d’aPKC dans le 

complexe PAR. aPKC est en complexe avec Twins (une sous-unité de type B régulatrice de 

PP2A) et Microtubule Star (Mts, une sous-unité catalytique). PP2A via Mts, interagit avec 

PAR-6 pour réguler de façon précise son niveau de phosphorylation par AurA et contrôler 

ainsi l’activité d’aPKC par Lgl (Ogawa et al., 2009). De façon intéressante, PP2A a également 

été montrée comme ayant un rôle important dans la localisation asymétrique d’aPKC dans les 

Nb. En excluant aPKC du cortex basal, PP2A semble requise pour maintenir aPKC au cortex 

apical, et joue donc un rôle important dans le processus de division asymétrique (Chabu and 

Doe, 2009). 

 

Les protéines qui seront héritées par la GMC sont localisées au niveau du cortex basal. 

Le ciblage de l’une d’entre elles, Mira, à la membrane est assuré par la déphosphorylation de 

sa thréonine T591 par la « phosphotyrosyl phosphatase activator » (PTPA) associée à PP4 

PP4R3/falafel (Sousa-Nunes et al., 2009; Zhang et al., 2016a). Sa restriction au pôle basal est 

assurée par aPKC et nécessite également l’ubiquitinylation par l’APC/C d’un domaine non 

identifié dans sa partie C-terminale (Slack et al., 2007). Mira a pour rôle de permettre la 

localisation des facteurs Pros et « Brain Tumor » (Brat) et leur relargage dans la GMC 

(Betschinger et al., 2006; Fuerstenberg et al., 1998; Ikeshima-Kataoka et al., 1997; Lee et al., 

2006c; Matsuzaki et al., 1998). Pros est un facteur de transcription synthétisé dans le 

cytoplasme des Nb de type I et est transmis à la GMC lors de la division asymétrique. Il se 

localise ensuite au noyau de la GMC et permet la mise en place du programme génétique de 

différenciation. En son absence (mutant), les cellules filles retrouvent un phénotype d’auto-

renouvellement et de prolifération (comme c’est le cas pour les INP issus des Nb de type II) 

(Choksi et al., 2006; Hirata et al., 1995). Brat (Types II), quant à elle, agit comme un 

suppresseur de tumeur dans le SNC en permettant la différenciation neurale et en régulant 

l’activité de Notch (décrit un peu plus loin). Les mutants pour Pros et Brat partagent le même 

phénotype de surprolifération de Nb (Bello et al., 2006; Lee et al., 2006c; Mukherjee et al., 

2016).  

 

Un second complexe basal, hérité par la GMC et qui participe également à la 

différenciation de cette dernière est composé de Numb (un inhibiteur de la voie de 

signalisation Notch) et de son partenaire nécessaire à sa localisation, « Partner of Numb » 
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(Pon) (Knoblich et al., 1995; Lu et al., 1998). La localisation de Pon, et donc de Numb, 

dépend de sa phosphorylation par la kinase Polo dont les niveaux (protéique et activité kinase) 

sont eux-mêmes contrôlés par l’activité phosphatase de PP2A (PP2A-29B, Mts et Twins) 

(Wang et al., 2009, 2007). Ainsi, un mutant de Numb phosphomimétique pour quatre sites de 

phosphorylation par polo entraîne une baisse de son activité et la formation de Nb 

surnuméraires issus des types II (Ouyang et al., 2011). Dans un autre modèle de cellule 

souche, les SOP, donnant naissances aux soies sur le dos de la drosophile, Numb intervient 

également dans la différenciation cellulaire en favorisant l’endocytose du récepteur Notch en 

faisant le lien entre Notch et l’α-adaptine (Berdnik et al., 2002). Numb est aussi capable 

d’inhiber la localisation membranaire d’un activateur de Notch, Sanpodo (O’Connor-Giles 

and Skeath, 2003). Cette régulation par Numb de la voie Notch reste à démontrer dans le cas 

des Nb. 

 

L’inhibition de la voie Notch est primordiale pour la différenciation des GMC. Notch 

permet l’expression des facteurs de transcription Deadpan (Dpn) (au moins dans le lignage de 

tye II) et E(spl) dans les Nb (San-Juán and Baonza, 2011; Zacharioudaki et al., 2012). Les 

auteurs de ces études ont montré que lorsque Notch ou Dpn sont anormalement exprimés 

(gain de fonction) dans la progénie des Nb, cela entraîne la formation et la prolifération de 

pseudo-Nb et de la tumorigénèse. Les membres de la famille des E(spl) et un autre facteur de 

transcription de la voie Notch, Su(h), sont capables de réguler la prolifération des Nb en 

permettant directement l’activation et l’expression de gènes du cycle cellulaire comme la 

Cycline E, Cdc25 ou E2F, des gènes de la voie Notch elle-même et un programme proche de 

celui activé par Ase (Bivik et al., 2016; Zacharioudaki et al., 2016). La perte de Notch dans le 

lignage de type II entraîne une expression ectopique d’Erm dépendante de PntP1 et cela 

entraîne la transformation des types II en type similaire aux types I (réexpression d’Ase) en 

inhibant la fonction de PntP1 (Li et al., 2016).  

 

2. L’orientation du fuseau 
 

Afin de permettre la bonne ségrégation des déterminants d’identité cellulaire dans les 

deux cellules filles en anaphase, l’orientation du fuseau mitotique selon l’axe de polarité est 

cruciale dans les Nb en métaphase.  

L’orientation du fuseau est contrôlée au pôle apical par la présence d’un complexe 

composé d’Inscuteable (Insc), Pins et Gαi (Kraut et al., 1996; Schaefer et al., 2000; Yu et al., 



 

66 
 

2000). La localisation de ce complexe requiert le complexe PAR. Baz recrute la protéine 

adaptatrice Insc et se lie à Pins/Gαi pour former le complexe final (Schaefer et al., 2000; 

Schober et al., 1999; Wodarz et al., 1999; Yu et al., 2000). Pins est d’abord dans un état 

inactif dans lequel deux de ses domaines sont liés et s’auto-inhibent, les domaines TPR et 

« Gαi/o-Loco interaction » (GoLoco) en C-terminal. La liaison de Gαi sur les répétitions 

GoLoco permet l’activation de Pins en rendant disponible le domaine TPR. Le complexe 

Pins/Gαi actif peut alors jouer son rôle dans le recrutement de NuMA/Mud par sa liaison au 

domaine TPR libre (Bowman et al., 2006; Izumi et al., 2006; Nipper et al., 2007; Siller et al., 

2006). NuMA/Mud influe directement sur l’orientation du fuseau en liant les Mt et en 

interagissant, probablement, avec la Dynéine (Bowman et al., 2006; Merdes et al., 1996; 

Siller et al., 2006).  

 

Cette liaison avec la Dynéine va permettre la génération d’une force permettant une 

réorientation rapide du fuseau mitotique. Le tropisme vers les extrémités « moins » des Mt de 

la Dynéine crée une force de traction attirant le fuseau vers la région du cortex où est ancrée 

Pins associé avec NuMA/Mud. Dans les mutants NuMA/Mud, la polarité corticale est 

totalement normale mais les fuseaux s’orientent mal dans l’axe de polarité, montrant ainsi que 

NuMA/Mud est nécessaire pour lier l’orientation du fuseau et l’axe de polarité (Siller et al., 

2006). La localisation de NuMA/Mud est également permise grâce à l’interaction avec les 

protéines centrosomales « anastral spindle 2 » (Ana2) et « cut up » (Ctp) une protéine de la 

chaine légère de la Dynéine. Ana2 et Ctp localisent NuMA/Mud au centrosome et au cortex et 

facilitent/maintiennent son interaction avec Pins (Wang et al., 2011). Il existe une seconde 

voie distincte en aval de Pins pour orienter le fuseau. Dlg lie Pins et cette liaison est 

dépendante de la phosphorylation de Pins par AurA. Ensuite, Dlg interagit avec la kinésine 

Khc73 (une protéine motrice dirigée vers les extrémités « + » des Mt) qui va « capturer » des 

Mt astraux. Cependant, ce mécanisme a été étudié dans des cellules S2 de D. melanogaster 

« artificiellement polarisées » et ces résultats sont encore à confirmer dans le Nb in vivo 

(Johnston et al., 2009; Siegrist and Doe, 2005). Il existe donc une association entre un 

mécanisme de traction et un mécanisme de capture pour la bonne orientation du fuseau (Lu 

and Johnston, 2013) et l’implication du complexe Pins/Gαi permet de relier la polarité apico-

basale à l’orientation du fuseau.  

 

Récemment, une étude est venue apporter de nouveaux éléments pour le contrôle de 

l’orientation du fuseau mitotique. La protéine « ADP ribolylation factor like 2 » (Arl2), en 
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interagissant avec le cofacteur de liaison de la tubuline « Tubulin-specific chaperone D » 

(TBCD), contrôle la croissance des Mt, la localisation de Msps et D-TACC et l’auto 

renouvellement des Nb. La perte d’Arl2 entraîne un défaut d’asymétrie de division et sa 

surexpression conduit à la perte des Nb (Chen et al., 2016).  

 

Les centrosomes sont également importants pour l’orientation du fuseau en métaphase. 

Dans des Nb mutants pour deux protéines essentielles du centrosome, Cnn ou Sas-4, le fuseau 

parvient à se former mais ne parvient pas à s’aligner correctement dans l’axe de polarité, 

entraînant ainsi des défauts de ségrégation des déterminants corticaux (Basto et al., 2006; 

Megraw et al., 2001). La biologie des deux centrosomes du Nb est différente, ce qui peut 

expliquer leur implication dans le maintien de l’axe de polarité. En interphase, lorsque les 

deux centrioles se séparent, un seul reste actif au pôle apical (le centrosome-fils), il conserve 

son PCM et sera hérité par le futur Nb. L’autre (le centrosome-père), perd son PCM et 

commence à migrer vers le pole opposé avant de s’activer de nouveau. Il sera hérité par la 

GMC (Rebollo et al., 2007; Rusan and Peifer, 2007). Cette asymétrie de distribution des 

centrosomes père et fils est particulière au Nb car dans les cellules souches de la lignée 

germinale mâle par exemple, c’est le vieux centriole père qui est retenu dans la cellule souche 

alors que dans le Nb, c’est le jeune centrosome fils (Januschke et al., 2011; Yamashita et al., 

2007). Le maintien du PCM dans le centriole fils requiert la protéine Asterless (Asl) 

(Varmark et al., 2007). Ce maintien est également dû à une régulation différente de 

l’incorporation de la Centrosomine (Cnn) (Conduit and Raff, 2010). Peu après leur séparation, 

les deux centrioles organisent du PCM mais l’incorporation de Cnn est inhibée dans le 

centrosome père (qui perd alors son PCM) alors qu’il est maintenu dans le centrosome fils. 

Cela permet au fils de maintenir sa position apicale en maintenant le contact au cortex via son 

réseau de Mt astraux. La Centrobine (Cnb), phosphorylée par Polo, participe aussi au 

maintien du PCM et semble interagir avec la γ-Tub, Cnn, Ana2, Sas-4 et Asl (Januschke et 

al., 2013). Au centrosome père, la présence de « Pericentrin-like protein » (Plp) agit comme 

un régulateur négatif de la maturation en bloquant le recrutement de Polo (Lerit and Rusan, 

2013). La protéine WDR62 est également requise pour le maintien de l’asymétrie des 

centrosomes en interphase. WDR62 maintient le centrosome fils actif en stabilisant les Mt et 

en permettant ainsi le recrutement de Polo au PCM et la sous-régulation de Plp. La perte de 

l’activité du centrosome fils dans les mutants WDR62 compromet la position des centrosomes 

et rend leur ségrégation aléatoire (Ramdas Nair et al., 2016). Il a été montré en 2010 que 

l’ancrage du centrosome fils au pôle apical et son pouvoir de nucléation est important dans le 



 

68 
 

maintien de la mémoire de l’axe de division au cours des divisions consécutives des Nb 

(Januschke and Gonzalez, 2010). Les auteurs ont montré qu’une dépolymérisation transitoire 

des Mt de ce centrosome entraîne son décrochage du pôle apical et lorsque la nucléation est 

de nouveau permise, ce dernier s’ancre de manière aléatoire au cortex, dictant par la même un 

nouvel axe de polarité propagé au cours des divisions suivantes. Le réseau de Mt nucléés à 

partir du centrosome fils et son ancrage semble donc nécessaire au maintien de l’axe de 

polarité au cours des divisions.  

 

C. Nb homéostasie et tumorigénèse 

 

Comme nous venons de le voir, le Nb est une cellule polarisée et l’orientation du 

fuseau mitotique selon un axe apico-basal est crucial pour la bonne ségrégation des 

déterminants d’identité cellulaire. Les déterminants Brat, Pros et Numb qui se localisent au 

cortex basal sont hérités par la GMC (ou seulement Brat et Numb pour les INP). Leur rôle est 

de bloquer l’expression des gènes spécifiques aux Nb afin d’assurer la 

différenciation/maturation cellulaire. Leur ségrégation différentielle est importante car une 

mutation dans l’un de ces gènes ou la mauvaise répartition de ces protéines entraîne une 

surprolifération des Nb et une tumorigénèse dans le cerveau (Bello et al., 2006; Betschinger et 

al., 2006; Bowman et al., 2008; Lee et al., 2006a, 2006c; Wang et al., 2006). Il semble que la 

surprolifération des Nb observée dans ces mutants soit surtout due à une amplification du 

lignage de type II, probablement à cause de la présence des INP qui maturent mal et se 

comportent comme des pseudo-Nb (Bowman et al., 2008). Cabernard et Doe ont démontré 

que le ratio entre les déterminants basaux et apicaux est important pour spécifier le destin des 

cellules filles et contrôler leur prolifération. La présence de tous les déterminant basaux dans 

une seule cellule (division à 45° par rapport à l’axe de polarité) en présence des déterminants 

apicaux ne suffit pas à engager la différenciation. Seule la surexpression de Pros en est 

capable en permettant la répression des gènes de prolifération (Cabernard and Doe, 2009). Le 

pouvoir tumorigène de mutants de déterminants d’identité cellulaire permettant l’asymétrie de 

division a été testé par allogreffe de cerveaux larvaires mutants dans l’abdomen d’adultes 

sains (Caussinus and Gonzalez, 2005). Les auteurs ont mis en évidence que ces mutants (brat, 

mira, pros…) sont capables d’entraîner la formation de tumeurs immortelles (re-implantable 

au moins 2 ans) chez l’hôte avec un maximum de 98% de tumeurs développées pour le 
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mutant brat. Ils ont également observé l’apparition d’instabilité génomique et d’aneuploïdie 

corrélée avec l’augmentation du pouvoir tumorigène des transplants. 

 

Ces résultats laissent penser que, contrairement à ce que nous avons vu dans le 

chapitre précédant, les tumeurs induites dans le CNS à partir des Nb ne sont pas dues à 

l’aneuploïdie mais bien à un défaut dans l’asymétrie de division. Cela a été vérifié par 

Castellanos et collaborateurs qui ont montré que les mutations entraînant une instabilité 

génomique, sans perte de la polarité de la division, n’entraînent pas de formation tumorale 

(Castellanos et al., 2008). En corrélation avec ces résultats, il a également récemment été 

démontré que l’aneuploïdie dans les Nb entraîne leur différenciation prématurée par une 

entrée dans une phase G1 étendue et leur sortie du cycle cellulaire. Ce mécanisme permet 

d’éviter une surprolifération des Nb (Gogendeau et al., 2015). L’aneuploïdie dans les tumeurs 

issues d’une surprolifération des Nb est donc une conséquence de la tumorigénèse et non une 

cause. 
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 Objectifs de thèse V.

 

Aujourd’hui, la relation entre aneuploïdie et tumorigénèse est toujours sujette à débat. 

Il est couramment admis qu’une faible aneuploïdie participe au processus de tumorigénèse, 

sans que l’on sache vraiment si elle en est une cause ou une conséquence. En revanche, une 

forte aneuploïdie est létale pour les cellules tumorales humaine en culture (Janssen et al., 

2009, 2011; Silk et al., 2013).  

 

Janssen et collaborateurs (Janssen et al., 2009, 2011) proposent comme stratégie anti-

cancéreuse, l’élévation de l’aneuploïdie dans les cellules tumorales pour les poussées vers la 

voie apoptotique. Cependant, cette hypothèse n’a été testée (et validée) que sur des cellules en 

culture. Durant ma thèse, Silk et collaborateurs ont démontré que l’induction d’une forte 

instabilité chromosomique par la réduction de CENP-E et Mad2 (donc du SAC) chez la souris 

entraîne une suppression des tumeurs (par mort cellulaire) normalement induite par la 

réduction de CENP-E seule suggérant que cette stratégie est également envisageable in vivo. 

 

L’objectif de mes travaux de thèse a été de tester si l’induction d’une forte aneuploïdie 

dans le SNC de la drosophile pouvait supprimer les tumeurs issues d’une surprolifération des 

Nb. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser deux mutants, sas-4 et aurA, qui entraînent la 

formation de tumeurs qui présentent des Nb surnuméraires et un défaut d’assemblage du 

fuseau mitotique détecté par le SAC. Afin de générer de l’aneuploïdie dans ces tumeurs, nous 

avons décidé de combiner ces lignées mutantes avec une lignée mutante pour Mad2, protéine 

essentielle pour le SAC, et qui ne présente donc pas de SAC actif. L’utilisation de ces doubles 

mutants doit nous permettre d’analyser des Nb dans lesquels les défauts d’assemblage des 

fuseaux mitotiques ne sont plus détectés ni corrigés, ce qui devrait entraîner une sortie de 

mitose prématurée avec une mauvaise ségrégation des chromosomes et donc l’induction 

d’une forte aneuploïdie.  

 

Mes travaux ont permis de mettre en évidence que l’induction d’une forte aneuploïdie 

dans le mutant sas-4 compromet effectivement la prolifération cellulaire et la tumorigénèse. 

En revanche, de manière très surprenante, pour le mutant aurA, la perte du SAC n’entraîne 

pas de baisse de la prolifération ni d’aneuploïdie. J’ai montré que dans ce mutant, la 

satisfaction du SAC n’est pas couplée avec l’entrée en anaphase à cause d’un défaut dans la 
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cinétique de dégradation de la CycB. Les mutants aurA présentent ainsi un délai en mitose et 

une ségrégation normale des chromosomes de manière indépendante du SAC.  
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Analyse de la prolifération cellulaire et de l’aneuploïdie dans 

les mutants sas-4 et aurA chez Drosophila melanogaster 

A. Résumé 

 

Une surprolifération cellulaire associée à de l’aneuploïdie est un marqueur 

couramment retrouvé dans les cancers et une faible instabilité génétique peut-être un élément 

aggravant (sinon déclencheur) de la tumorigénèse (Duijf and Benezra, 2013). Récemment, il a 

été montré sur un modèle de cellules cancéreuses en culture qu’une forte aneuploïdie 

compromet la prolifération cellulaire en entraînant la mort de ces dernières. Au cours de ma 

thèse, nous avons souhaité tester si cette hypothèse se vérifiait in vivo en utilisant comme 

modèle, les tumeurs du système nerveux central de la larve de D. melanogaster. Nous avons 

fait le choix d’utiliser des mutants pour des gènes impliqués dans la formation du fuseau 

mitotique et la ségrégation des chromosomes (Sas-4 ou AurA) afin d’induire ces tumeurs. 

Pour générer l’aneuploïdie, nous avons choisi d’associer les mutations sas-4 ou aurA avec des 

mutations pour des gènes essentiels du SAC, Mad2 ou BubR1ken. Nous avons ensuite analysé 

par immunofluorescence et microscopie l’effet de la perte du SAC sur la prolifération des Nb.  

 

Pour sas-4, la perte du SAC cause l’apparition d’une forte aneuploïdie et une baisse du 

nombre de Nb associée à une forte réduction de taille des cerveaux. Cela compromet 

totalement la capacité des cerveaux mutants à induire des tumeurs lorsqu’on les injecte dans 

l’abdomen de mouches adultes saines. Dans le cas d’aurA, ni hausse de l’aneuploïdie dans le 

tissu ni baisse de la prolifération des Nbs n’ont été observés. Par ailleurs, la même forte 

proportion de mouches injectées avec des cerveaux aurA ou aurA mad2 développant une 

tumeur a été constaté. Afin de mieux comprendre pourquoi le mutant aurA ne réagit pas 

comme le mutant sas-4 à la déplétion du SAC, nous avons entrepris une analyse détaillée des 

mutants aurA et aurA mad2. Nous avons d’abord observé que, malgré la perte du SAC, 1) il 

existe toujours un délai en mitose dans aurA mad2 et 2) il existe un délai entre la satisfaction 

du SAC et l’entrée en anaphase dans aurA. Comme l’entrée en anaphase est dépendante de la 

dégradation de la CycB et de la Sécurine via l’APC/C, nous avons analysé le comportement 

de la CycB (couplé à une étiquette GFP) par vidéo-microscopie en temps réel et observé un 

défaut de la régulation de la dégradation de cette dernière dans le mutant aurA ainsi que dans 
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le double mutant aurA mad2. Ces observations nous ont permis de proposer un nouveau rôle 

pour la kinase AurA dans la régulation de la dégradation de la CycB en fin de mitose.  

 

B. L’article : « Spindle assembly checkpoint inactivation fails to suppress 
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Spindle assembly checkpoint inactivation fails to
suppress neuroblast tumour formation in aurA
mutant Drosophila
Renaud Caous1, Aude Pascal1, Pierre Romé1,w, Laurent Richard-Parpaillon1, Roger Karess2 & Régis Giet1

Tissue homeostasis requires accurate control of cell proliferation, differentiation and

chromosome segregation. Drosophila sas-4 and aurA mutants present brain tumours with

extra neuroblasts (NBs), defective mitotic spindle assembly and delayed mitosis due to

activation of the spindle assembly checkpoint (SAC). Here we inactivate the SAC in aurA

and sas-4 mutants to determine whether the generation of aneuploidy compromises NB

proliferation. Inactivation of the SAC in the sas-4 mutant impairs NB proliferation and disrupts

euploidy. By contrast, disrupting the SAC in the aurA mutant does not prevent NB

amplification, tumour formation or chromosome segregation. The monitoring of Mad2 and

cyclin B dynamics in live aurA NBs reveals that SAC satisfaction is not coupled to cyclin B

degradation. Thus, the NBs of aurA mutants present delayed mitosis, with accurate

chromosome segregation occurring in a SAC-independent manner. We report here

the existence of an Aurora A-dependent mechanism promoting efficient, timed cyclin B

degradation.
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T
he mitotic spindle is a microtubule-based structure
involved in the segregation of the two sets of duplicated
chromosomes in the two daughter cells. In polarized fly

neural stem cells (neuroblasts (NBs)), it is also involved in the
differential segregation of cell fate determinants anchored to the
apical and basal cell cortex. In this type of cell division, the two
daughter cells have different fates: one retains NB identity and
continues to proliferate, whereas the other differentiates. Defects
in spindle orientation lead to the abnormal delivery of cell fate
determinants. Consequently, both daughter cells may become
NBs, leading to tumour formation1–3. This is the case for sas-4
mutant flies, which have no centrosomes and display severe
spindle orientation defects4,5. Spindle orientation and assembly
are therefore tightly linked in the maintenance of tissue
homeostasis and euploidy in the fly central nervous system
(CNS). An understanding of the mechanisms involved in the
defective asymmetric division of NBs is therefore relevant to
cancer stem cell research1.

Aurora A kinase has been implicated in the formation of
human cancers and is considered to be an oncogene6.
Paradoxically, Drosophila Aurora A can also act as a tumour
suppressor during the asymmetric division of NBs7–9. Mutations
of Drosophila aurA result in the production of abnormal mitotic
spindles with defective astral microtubule attachments to the
apical cortex, leading to spindle misorientation, abnormal
daughter cell fate acquisition and expansion of the NB
population7–11. The transplantation of mutant aurA brains into
the abdomens of host flies leads to tumour formation5. The
spindle defects of aurA mutant NBs also lead to delays in mitotic
progression. Wild-type NBs exit mitosis B6–7min after nuclear
envelope breakdown (NEBD), whereas aurA hypomorphic
mutant neuroblasts do not exit mitosis until B20min after
NEBD. This delay is presumably mediated by prolonged spindle
assembly checkpoint (SAC) activation in response to incorrectly
attached kinetochores4,7,12.

In human cancer cells, weakening of the SAC compromises
chromosome segregation and leads to massive aneuploidy and
cell death13. We show here that the absence of the SAC in sas-4
mutants strongly impairs chromosome segregation, euploidy and
the ability of neural tissues to proliferate and to induce tumours.
However, chromosome segregation and cell ploidy are unaffected
by the absence of the SAC in aurAmutants, and the mutant tissue
can still induce tumours following their injection into host flies.
Our results suggest that impaired cyclin B degradation
compensates for the defect in chromosome segregation in aurA
neural tissues, in the absence of the SAC.

Results
SAC inactivation does not impair aurA NB amplification. We
investigated the effects on fly viability and brain development of
an absence of the SAC in aurA8839 null flies (hereafter referred as
aurA). Mad2 is a key component of the SAC apparatus and
appears to have no other role in Drosophila14.

We therefore created various double-mutant lines for aurA8839

and mad2, and checked the double mutation by confirming that
the Mad2 protein was absent and that there was a higher mobility
form of the truncated AurAK377/stop mutant protein (Fig. 2c,
second panel from the top). We confirmed that the null mad2P

mutant (hereafter referred to as mad2) was viable4,14. In mad2
larval brains, the number of NBs (±s.d.) (73.2±9.0 NBs per lobe,
n¼ 22) was similar to that in the wild type (75.4±10.5 NBs per
lobe, n¼ 14) (Fig. 1a left panels and b).

Surprisingly, the aurA mad2 double mutant displayed marked
brain overgrowth, similar to that observed for aurA mutants
(Supplementary Fig. 5a). Consistent with the overgrowth

phenotype, the larval brains of both aurA and aurA mad2
individuals had more NBs per lobe than the WT (Fig. 1a right
panels and c). We labelled larval brain tissues of single- and
double-mutant brains with H2A-green fluorescent protein (GFP),
dissected them and injected them into host flies to assess their
ability to induce tumour formation15. Tumour formation rates
were similar for aurA mad2 double-mutant brains (B80%, 45/56
injected flies, Fig. 1e) and for aurA single-mutant brains (82%,
41/50). By contrast, neither WT nor mad2 mutant brains
triggered tumour formation, consistent with published
findings5. We confirmed these results with another aurA allelic
combination (aurA8839/aurA17961), and with a bubR1 allele
causing a defective SAC (hereafter named bubR1-KEN
(ref. 16)). Like aurA mad2 brain tissues, bubR1-KEN aurA8839/
aurA17961 brains were bigger than WT, contained large
numbers of NBs and had high mitotic indices (Supplementary
Fig. 1).

We investigated whether the ability of aurA neural tissues to
develop tumours even in the absence of a SAC was a general
feature of mutants generating supernumerary NBs, by studying
the consequences of inactivating the SAC in sas-4 mutants. The
spindles of sas-4 mutants lack centrioles and astral microtubules,
and they display alignment defects similar to those seen in aurA
mutants4,10,17 (Fig. 1d). In sas-4 NBs, spindles assemble from
microtubules that have randomly nucleated around chromatin,
and the duration of mitosis is prolonged by 30–40%, presumably
due to the action of the SAC4. Thus, while sas-4 mutants display
very low levels of aneuploidy, their spindle orientation is defective
and their brains can generate tumours on transplantation5.

We confirmed that the sas-4s2214 mutant (hereafter referred to
as sas-4) was viable4,14. The brains of sas-4 mutants contained
about 70% more NBs than WT brains (126.2±16.2 per lobe,
n¼ 18, P¼ 7.9" 10# 8, Wilcoxon test), consistent with their
ability to develop into tumours when injected into host flies5

(Fig. 1f). However, double-mutant sas-4 mad2 individuals had
much smaller brains, with far fewer NBs (42.0±14.5 NBs per
lobe, n¼ 14; Fig. 1a,b), and their brain tissues did not form
tumours after injection into host flies (Fig. 1f). In addition,
dividing NBs were only very rarely observed in the double
mutants, and almost all these cells had abnormal spindle
structures (Fig. 1d). Similarly, a bubR1-KEN sas-4 double
mutant was found to have impaired tissue growth and smaller
than normal numbers of NBs (Supplementary Fig. 2a,b).

High mitotic indices and normal ploidy in aurA mad2 brains.
Inactivation of the SAC in sas-4 mutants severely impaired brain
development and triggered spindle assembly failure, whereas such
inactivation had little effect in aurA mutants. The growth defects
in the sas-4 mad2 mutant were associated with the presence of
numerous aneuploid (42.6%) and polyploid (35.5%) cells. By
contrast, the rates of aneuploidy and polyploidy were only slightly
increased by SAC ablation in aurA mutants (Supplementary
Fig. 3). These opposite results for sas-4 and aurA mutant NBs
suggest that a specific mechanism operates in aurA mutant NBs
(but not in sas-4 mutant NBs), allowing correct chromosome
segregation to occur even if the SAC is not functional.

The larval brains of aurA mutant individuals have a high
mitotic index (6.7%, versus about 1% in the WT)11 (Fig. 2a). This
high mitotic index is presumably due to the intervention of the
SAC, because aurA mutant spindle assembly is defective.
Surprisingly, however, aurA mad2 double mutants had a
mitotic index of 5.8±2.8%, very similar to that of aurA brains
(Fig. 2a). As described previously, aurA mitotic NBs divide
symmetrically to generate smaller NBs7. In addition, the mitotic
cells of both aurA and aurA mad2 individuals presented highly
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condensed chromosomes with preserved centromeric cohesion
(Fig. 2b), a feature characteristic of a prolonged M phase18. Cyclin
A protein levels were normal (Fig. 2c, right) and this protein was
degraded normally, during prometaphase, in all genotypes

examined (Fig. 2d). However, phosphorylated histone
(phospho-histone) H3 (Ser10) and cyclin B protein levels were
higher in aurA mad2 and aurA brain extracts than in WT or
mad2 extracts (Fig. 2c, left). Analyses of fixed specimens from
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Figure 1 | SAC deletion prevents the amplification of sas-4 mutant NBs but not of aurA mutant NBs. (a) Examination of WT, sas-4, aurA, mad2, sas-4

mad2 and aurA mad2 mutant brain development. WT and mad2 mutant brains grew normally, whereas sas-4 and aurA mutant brains contained large

numbers of NBs. SAC deletion impaired brain development in combination with sas-4, but not with aurA. The pan-NBs were counted by staining of the

central brain region with an anti-deadpan antibody (red and lower monochrome panels). Staining for the neuronal marker prospero is shown in green.

Staining for phosphorylated histone H3 (Ser10) is shown in blue. Scale bar, 50mm. (b) Quantification of pan-NBs (±s.d.) in WT, sas-4, mad2 and sas-4

mad2 brain lobes. WTand mad2 brain lobes had 75.4±10.5 NBs per lobe (n¼ 14) and 73.2±9.0 NBs per lobe (n¼ 22), respectively. sas-4 lobes contained

a larger number of NBs per lobe (126.2±16.2 NBs; n¼ 18). The disruption of Mad2 in a sas-4 background decreased the growth rate and number of NBs

(42.0±14.5, n¼ 14). ***Po10" 10 (Wilcoxon test). (c) Quantification of pan-NBs (±s.d.) in aurA and aurA mad2 brain lobes. The number of NBs in aurA

brain lobes (1003.6±79.7, n¼ 12) was high, even in the absence of Mad2 (1164.2±134.3, n¼ 11). *Po3# 10" 3 (Wilcoxon test). (d) SAC deletion

compromises spindle morphology in sas-4 but not aurAmutant NBs. Metaphase NBs from the indicated genotypes were stained for phosphorylated histone

H3 (Ser10) (blue), tubulin (red and lower panels in monochrome). Many spindles in sas-4 brains were bipolar, but sas-4 mad2 mutant spindles were

abnormal in shape. The aurA and aurA mad2 mutants had short bipolar spindles. Scale bar, 10mm. (e) The ability of aurA mutant brains to develop tumours

is not compromised by SAC deletion. WT, aurA, mad2 and aurA mad2 brains were labelled with H2A-GFP and transplanted into host flies to assess their

tumorigenic potential15. The transplantation of aurA and aurA mad2 brain tissues induced tumour formation in 82% (41/50) and 80% (45/56) of cases.

(f) The transplantation of H2A-GFP-labelled sas-4 brain tissues led to tumour formation (5.9%, 6/102) whereas the transplantation of sas-4 mad2 brain

tissues did not (0%, 0/112). Scale bar, 0.5mm.
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Figure 2 | Mitotic delay in aurA mutants is SAC independent. (a) Analysis of mitotic indices (±s.d.) in WT, mad2, aurA and aurA mad2 neural tissues.

WT: 0.73±0.69% (n¼ 11,332, three brains); mad2: 0.96±1.07% (n¼ 9,507, three brains); aurA: 6.7±2.1% (n¼ 11,334, three brains); and aurA mad2:

5.8±2.8% (n¼ 8,648, three brains). ***Po10" 10 (Wilcoxon test). (b) Chromosome morphology in WT, mad2, aurA and aurA mad2 neural tissues. Note

that in both aurA (bottom left) and aurA mad2 (bottom right) mutants, the mitotic cells have highly condensed chromosomes, indicative of a delay in

mitosis, unlike WTand mad2 mutant brain cells (top). Scale bar, 10mm. (c) Western blots showing the levels of cyclin B, AurA, Mad2, phospho-histone H3

(Ser10) (left) and cyclin A (right). Actin was used as a loading control. Cyclin B and phospho-histone H3 (Ser10) are high in aurA and aurA mad2 neural

tissue extracts, whereas cyclin A protein levels are not. The truncated AurAK377/STOP corresponding to the aurA8839 mutation is detected as a higher

mobility protein in the corresponding aurA and aurA mad2 brain extracts (red triangle), whereas the endogenous Aurora A is indicated by the blue triangle.

(d) Cyclin A degradation occurs during prometaphase in WT, mad2, aurA and aurA mad2 mitotic cells. WT and mutant brains of the indicated genotypes

were fixed and stained for cyclin A (green and lower monochrome panels) during G2 and prometaphase. Microtubules are labelled in red (and on the

middle monochrome panels) and phospho-histone H3 (Ser10) is displayed in blue. (e) Cyclin B degradation occurs at the metaphase to anaphase transition

in WT, mad2, aurA and aurA mad2 mutant brains. Brains were fixed and stained for cyclin B (green and lower monochrome panels), tubulin (red and middle

monochrome panels) and phospho-histone H3 (Ser10). Scale bar, 10mm.
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aurA and aurA mad2 mutants confirmed the high frequency of
mitotic cells labelled for phospho-histone H3 (Ser10) and cyclin
B. However, cyclin B was ultimately degraded in all anaphase cells
examined, for both genotypes (n420; Fig. 2e). Finally, we
observed no lagging chromosomes during anaphase and
telophase in fixed preparations of tissues from aurA and aurA
mad2 mutants (n440). These findings suggest that mitotic exit
and cyclin B degradation were delayed in a SAC-independent
manner in aurA mad2 mutant NBs, and that this delay was
sufficient to allow correct attachment of the chromosomes to the
spindle before the onset of anaphase.

A delay between SAC satisfaction and anaphase in aurA NBs.
We characterized this unexpected phenotype further by assessing
SAC activation by following GFP-Mad2 recruitment and the
timing of cyclin B degradation in live aurA mutant NBs. The
mitotic delay was very long (B60min) for the aurA8839 allele. We
therefore also used a combination of less severe alleles (aurA14641/
aurA17961) (ref. 7), making it possible to minimize the bleaching
of red fluorescent protein (RFP)-Histone H2A and GFP-tagged
proteins during the time course of the experiments (Fig. 3a,b). In
WT NBs, GFP-Mad2 labelled the nuclear envelope and nucleo-
plasm before mitosis, and weak fluorescence was observed at the
kinetochores during prometaphase (Fig. 3d and Supplementary
Movie 1), consistent with previous findings19,20. In all WT cells
examined, this weak GFP-Mad2 signal at the kinetochores
completely disappeared 1.76±0.85min (n¼ 55) before
anaphase onset (Fig. 3c). In aurA14641/aurA17961 mutant NBs,
GFP-Mad2 strongly labelled the kinetochores, consistent with
defective kinetochore–microtubule attachment and strong SAC
activation (Fig. 3a,b,e and Supplementary Movie 2). This strong
GFP-Mad2 kinetochore signal decreased slowly in intensity as the
chromosomes congressed to the metaphase plate, indicating a
delay in the establishment of correct kinetochore–microtubule
attachments (Fig. 3e, top and Supplementary Movie 2). However,
the time lag between the disappearance of GFP-Mad2 from the
kinetophores and the onset of anaphase was significantly longer
(5.75±1.88min, n¼ 22) in all dividing aurA14641/aurA17961 cells
than in WT cells (Fig. 3c).

Cyclin B degradation is impaired in aurA mutant NBs. Ana-
phase onset is directly connected to anaphase promoting com-
plex/cyclosome (APC/C) activation and the degradation of
mitotic targets, including cyclin B and securin, therefore we
monitored cyclin B-GFP degradation in aurA and aurA mad2
mutants. Consistent with previous findings, cyclin B-GFP accu-
mulated at the centrosome and in the nucleus of WT NBs before
entry into mitosis. Following NEBD, cyclin B-GFP was visible
throughout the cell, but the fluorescence was particularly intense

in the kinetochore region and mitotic spindle19,21 (Fig. 4a and
Supplementary Movie 3). The cyclin B-GFP signal began to
disappear abruptly, shortly after the last chromosome reached the
metaphase plate, and half the cyclin B-GFP present was degraded
4.75±1.04min (n¼ 18) after metaphase plate formation
(Fig. 4e). The cells of the aurA14641/aurA17961mutant took
11.3±3.5min (n¼ 23) to degrade half their cyclin B (Fig. 4b,e
and Supplementary Movie 4), whereas aurA null mitotic cells
took 46.2±12.6min (n¼ 12; Fig. 4d,e and Supplementary Movie
6). The introduction of the mad2 mutation in the aurA null
mutant shortened the time required for half the cyclin B to be
degraded to 23.2±8.9min (n¼ 17) but did not restore the WT
timing of mitosis (Fig. 4c,e and Supplementary Movie 5).
Consistent with observations in fixed anaphase specimens, live
imaging of aurA and aurA mad2 mutant cells showed no lagging/
delayed chromatids during anaphase that might have resulted
from incorrect attachment16,22. This suggests that the machinery
responsible for correcting inappropriate attachments between
kinetochores and spindle microtubules is fully functional. As cells
with Aurora A defects display delayed mitosis, we investigated
whether AurA overexpression could accelerate mitosis, as in some
cancer cell lines23. However, we found that mitotic timing was
normal under normal conditions in NBs overexpressing Aurora A
kinase, with no acceleration (Supplementary Fig. 4). Furthermore,
these NBs remained arrested in M phase in the presence of
microtubule depolymerizing drugs (unpublished observations).

aurA mutation restores the euploidy of sas-4 mad2 brains. Our
results suggest that aurA mutant NBs display defective cyclin B
degradation, resulting in a SAC-independent delay of mitosis. If
this is indeed the case, then introducing the aurA mutation in a
sas-4 mad2 background should (to some extent) restore mitotic
timing and euploidy (by lengthening the M phase and correcting
the defective kinetochore/microtubule attachments). Consistent
with this hypothesis, we found that the mitotic index increased
from 0.6% in the sas-4 mad2 mutant to 4.7% in the aurA sas-4
mad2 triple mutant (Supplementary Fig. 5d). In addition, only
21.9% of the cells had the correct number of chromosomes in
sas-4 mad2 double mutants, whereas most of the mitotic aurA
sas-4 mad2 cells (63.9%) displayed normal ploidy (Supplementary
Fig. 3c). Furthermore, brain overgrowth and NB amplification
were also detected in this triple-mutant background
(Supplementary Fig. 5a–c).

Discussion
This report suggests that Aurora A may be required for the
correct APC/C-dependent degradation of cyclin B. The SAC is
transiently activated in aurA mutants (as shown by the strong
recruitment of GFP-Mad2 to kinetochores), but this is not

Figure 3 | Metaphase to anaphase transition is delayed in aurA hypomorphic mutant NBs. (a) Mitotic timing and spindle assembly checkpoint analysis

in 26 WT (left) and 22 aurA14641/aurA17961NBs (right). The grey and white bars indicate the time spent by each cell in prometaphase and metaphase,

respectively. The green bar indicates the time for which GFP-Mad2 was present at the kinetochores. (b) Box plots showing prometaphase duration

(left, WT: 3.27±0.93min; aurA14641/aurA17961: 8.81±3.42min; P¼ 1.2" 10# 11, Wilcoxon test), metaphase duration (middle, WT: 3.7±1.3min; aurA14641/

aurA17961: 11.6±3.8min; P¼ 1.0" 10# 11, Wilcoxon test) and Mad2 occupancy time at the kinetochore (right, WT: 5.2±1.1min; aurA14641/aurA17961:

14.6±5.4min; P¼ 3.0x10# 13, Wilcoxon test) in WT (n¼ 54) and aurA14641/aurA17961 (n¼ 22) NBs. The above values are the means±s.d. Box plot: boxes

show the upper and lower quartile. P values are determined with a Wilcoxon test. (c) Box plots showing the time interval between SAC satisfaction and

mitotic entry. In WTcells, the time between SAC satisfaction and anaphase onset was 1.76±0.94min (n¼ 54). By contrast, this interval was much longer,

and significantly so, in the aurA mutant, at 5.75±1.88min (n¼ 22). ***P¼ 1.9" 10# 10, Wilcoxon test. Box plot: boxes show the upper and lower quartile.

P values are determined with a Wilcoxon test. (d,e) RFP-histone H2A was used to monitor chromosome dynamics (red in the top panels and in the

monochrome middle panels), and GFP-Mad2 (green and bottom lower monochrome panels) was used to monitor chromosome attachment and SAC

satisfaction. Scale bars, 10 mm. Time (min:s) is indicated at the top left of each image. NEBD began at 00:00. (d) Analysis of chromosome and GFP-Mad2

dynamics in WT NBs. (e) Analysis of chromosome and GFP-Mad2 dynamics in aurA14641/aurA17961 NBs.
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sufficient to account for the observed delay in mitosis. Our
genetic and live imaging studies indicate that the delay in aurA
mutant cells has two components, one dependent on the SAC and
the other independent of the SAC. In Drosophila, mutations
affecting APC/C subunits lead to poor CNS development and an
accumulation of the mitotic cyclins A and B24,25. Cyclin A levels

are normal and this protein is degraded normally in aurA mutant
tissues. It is therefore unlikely that overall APC/C activity is
affected. Instead, we favour the hypothesis that some, but not all,
APC/C substrates (the most important of which being cyclin B)
are more stable in aurA and are not efficiently ubiquitylated. The
underlying mechanism remains unclear, but one recent report
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Figure 4 | Cyclin B degradation is delayed in a SAC-independent manner in aurA NBs. (a–d) (Far left column panels) RFP-histone H2A was used to

monitor chromosome dynamics (red in the top panels and in the middle monochrome panels), and cyclin B-GFP was used to determine the amounts of cyclin

B protein in individual cells (green and lower monochrome panels). The panels of the middle column show the cyclin B-GFP degradation profiles of the

corresponding genotypes. The timing of mitosis (far right column panels) is indicated for each individual NB. The black and grey bars indicate the durations of

prometaphase and metaphase, respectively. Time (h:min:s) is indicated at the top left of each image. NEBD began at 00:00:00. Scale bars, 5mm. (a) Timing of

mitosis and cyclin B-GFP degradation in WT NBs (n¼ 18). (b) Timing of mitosis and cyclin B-GFP degradation in aurA14641/aurA17961 NBs (n¼ 23). (c) Timing

of mitosis and cyclin B-GFP degradation in aurA mad2 double-mutant NBs (n¼ 17). (d) Timing of mitosis and cyclin B-GFP degradation in aurA null mutant NBs

(n¼ 12). (e) Graph showing the mean time (±s.d.) to 50% cyclin B-GFP degradation for WT, mad2, aurA mad2 and aurA NBs. WT: 4.8±1.1min (n¼ 18);

AurA14641/aurA17961: 10.3±3.4min (n¼ 23); aurA: 46.2±12.6 (n¼ 12); and aurA mad2: 23.3±8.9min (n¼ 17). ***Po7" 10# 5 (Wilcoxon test).
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revealed that Drosophila cyclin B is itself a substrate of Aurora B
kinase during abscission, raising the possibility that cyclin B
could be a target of Aurora A kinase. However, it seems unlikely
that such phosphorylation events could control the correct
timing of mitosis, as mitotic timing was found to be normal in
dividing germline cells expressing non-phosphorylatable
version of cyclin B26. Interestingly, a similar pattern of
SAC-independent mitotic arrest has also been described for
polo-depleted S2 cells27. In cultured cells, human AurA
phosphorylates the activation loop of Plk1, triggering entry into
mitosis28. In addition, as the CNS of polo mutants also displays
NB amplification and tumour formation5, it is tempting to
speculate that an AurA/Polo kinase cascade could control not
only the timely entry into mitosis but also other mitotic events,
including cyclin B degradation. APC/C subunits have many sites
for in vivo phosphorylation by various kinases, including Plk1
and Aurora A29,30. A complex network of phosphorylation/
dephosphorylation events is probably required to promote the
efficient degradation of APC/C substrates at the onset of
anaphase, but Aurora A is undoubtedly a key player in this
process.

In flies and human cell lines, Mad2 depletion accelerates the
passage through mitosis14,31. Consistent with a role for Aurora A
in the regulation of cyclin B degradation, it has been suggested
that the overproduction of Aurora A in one human cancer cell
line overrides the SAC, leading to premature mitotic exit23.
However, we found that NBs overexpressing Aurora A kinase had
normal mitotic timing. Thus, by contrast to findings for human
cancer lines, our results favour a model in which a pool of Aurora
A functions normally downstream from or in parallel to the SAC,
promoting the correctly timed and efficient degradation of cyclin
B in fly neural stem cells.

This study reveals, for the first time, that compromised Aurora
A activity can prevent chromosome segregation defects and
subsequent massive aneuploidy in a SAC-independent manner.
This effect seems to be specific to aurA mutations, as sas-4
mutant NBs (which have similar spindle assembly and orienta-
tion defects), display severe impairment following SAC inactiva-
tion. For brain homeostasis, defective Aurora A activity therefore
has disastrous consequences. First, it leads to the generation of
many NB-like cells, due to a loss of cell polarity and to incorrect
spindle orientation, leading to tumour formation. Second, the
prolonged SAC-independent delay in mitosis enables aurA cells
to avoid the potentially deleterious chromosome segregation
defects observed for other mitotic mutants in the absence of the
SAC.

Aurora A kinase is a target of several anticancer compounds
currently undergoing preclinical trials. However, not all types of
cancer seem to respond to Aurora A inhibitors32,33. We describe
here an unexpected regulatory mechanism according to which
Aurora A inhibition in fly neural stem cells leads to a delay in the
progression of mitosis that is sufficiently long to allow the
chromosomes to segregate correctly. It will therefore be of great
interest to determine whether this mechanism is conserved in
humans and whether it affects the relevance of Aurora A-based
anticancer treatments in some types of tumours.

Methods
Live microscopy and immunofluorescence analysis. Third-instar larval brains
were dissected in Schneider media and NBs were processed for live imaging or
immunofluorescence analyses, as previously described12. Cyclin B-GFP
degradation kinetics were analysed in individual NBs, with a published method for
human cultured cells and fly NBs14,34. Images were acquired with a spinning-disk
system mounted on an inverted microscope (Elipse Ti; Nikon) equipped with a
! 60 1.4 NA (numerical aperture) objective at 25 !C. Z series were acquired every
30 s, with a sCMOS ORCA Flash 4.0 (Hamamatsu) controlled with MetaMorph
acquisition software version X. Images were processed for quantification with

ImageJ software and are presented as maximum-intensity projections. GFP
fluorescence was quantified for the whole cell. The signal was adjusted for
background and for bleaching relative to the signal of a neighbouring non-mitotic
cell (for which the signal was assumed to be constant). In the graphs, signal levels
for the whole cell are displayed as normalized signals relative to the maximal
intensity measured for the cell.

The brain squash analysis protocol for counting mitotic cells has been described
elsewhere35. Briefly, brains were dissected in PBS and incubated for 8min in a 0.5%
sodium citrate solution on a glass slide. The brains were then incubated for 30 s in
45% acetic acid and 2min in 60% acetic acid, squashed with a clean, silicon-coated
coverslip and frozen in liquid nitrogen. Once the coverslip had been removed, the
preparations were briefly washed in PBS and mounted in Prolongold þ 1 mgml# 1

4,6-diamidino-2-phenylindole (Life Technologies). They were visualized with a
Leica DMRXA2 microscope (objective ! 63, NA 1.32) and images were acquired
with a CooSnap ES camera and Metamorph software (Roper Scientific). The
images were processed with ImageJ. The mitotic index was calculated by
determining the number of mitotic figures per optic field, every four fields. At least
three brains were examined for quantification.

Antibodies and western blotting. The monoclonal YL1/2 rat anti-detyrosinated
tubulin antibody (1:200) and the mouse monoclonal and rabbit polyclonal
anti-phosphorylated histone H3 (Ser10) antibodies (1:500) were obtained from
Millipore. The mouse monoclonal anti-cyclin A, anti-prospero and anti-cyclin B
antibodies were purchased from the Developmental Studies Hybridoma Bank
(1:10). The mouse monoclonal anti-FLAG (1:10,000) antibody was obtained from
Stratagene. The rabbit anti-cyclin B antibody (1:10,000) has been described
before36 and was kindly provided by David Glover (University of Cambridge, UK).
Polyclonal rabbit anti-actin (1:4,000) antibodies were obtained from Santa Cruz,
and the rat anti-deadpan antibody (1 mgml# 1) was obtained from Abcam. The
affinity-purified rabbit anti-Mad2 polyclonal antibody (1:500) was provided by
David Sharp (Albert Einstein College of Medicine, New York). Goat secondary
peroxidase-conjugated antibodies (1:5,000) were obtained from Jackson
ImmunoResearch Laboratories and donkey Alexa Fluor-conjugated secondary
antibodies (1:1,000) were obtained from Life Technologies. For western blotting,
ECL reagent was purchased from Thermo Fisher Scientific. Some of the western
blots were cropped and the original scans of the blots are provided in
Supplementary Fig. 6.

Statistical analysis. Differences between data sets were assessed with a non-
parametric test (Mann–Whitney–Wilcoxon), with values of Po0.01 considered
significant.

Fly strains. Flies were maintained under standard conditions at 25 !C. Transgenic
flies with the following genotypes were used for live imaging: H2A-RFP
(Bloomington Stock Center), sas-4s2214 (ref. 4), cyclin B-GFP21, mad2P (ref. 14),
GFP-Mad2 (ref. 19) and H2A-GFP37 have been described elsewhere.

The aurA8839 allele (hereafter referred to as aurA) introduces a stop codon at
position 377 in the open reading frame of the kinase7. The resulting mutant kinase
has no detectable activity in vitro, like the K377R (dead) mutant(7,38). The
aurA14641/aurA17961 allelic combination has been described before and the
corresponding fly stocks were provided by Chris Doe (University of Oregon) and
Chen Yu Lee (University of Michigan)7. UAS-FLAG-AurA and UAS-FLAG-
AurAK/R plasmids were constructed by the recombination of AurA and AurAK/R

donor vectors (described in ref. 38) in pPFW (Drosophila Genomic Resources
Center) with Gateway technology (Life Technologies). Transgenic flies were
obtained by P element-mediated transformation. The production of tagged
proteins in the fly CNS was induced with the 69B-GAL4 strain12.
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Supplementary Figure 1. bubR1-KEN; aurA double mutants display brain overgrowth and NB 

amplification 

a) Brains from WT, bubR1-KEN, aurA17961 and bubR1-KEN aurA17961 double-mutant individuals were 

dissected in PBS, fixed and immediately imaged. Note the huge brain expansion in aurA17961 and in bubR1-

KEN aurA17961 double mutants 144 h after larval hatching (ALH). Scale bar: 200 m. b) Brains from the 

indicated genotypes were fixed and the numbers of pan-NBs per lobe were determined by staining of the 

central brain region with the anti-deadpan antibody (red and lower monochrome panels). The neuronal 

marker prospero is shown in green. Phospho-histone H3 (Ser10) is displayed in blue. Scale bar: 100 m. 

c) Quantification of pan-NBs numbers (± SD) in WT, bubR1-KEN, aurA17961/aurA8839 and bubR1-KEN 

aurA17961/aurA8839 brain lobes. WT and bubR1-KEN brain lobes had 86.0±9.3 NBs/lobe, (n=5) and 89.5±9.5 

NBs/ lobe (n=11), respectively, whereas aurA17961/aurA8839 lobes contained 1112±221.3 NBs per lobe 

(n=7). Introduction of the bubR1-KEN mutation into the aurA defective background had no significant 

effect on NB number (1044.0±184.3, n=8, ns: P=0.78). ***: P<3 x 10-3 (Wilcoxon test). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Supplementary Figure 2. bubR1-KEN sas-4 double mutants have smaller numbers of NBs and 

impaired brain growth 

a) Brains from WT or bubR1-KEN sas-4 larvae were fixed and the numbers of pan-NBs per lobe were 

counted by staining of the central brain region with an anti-deadpan antibody (red and lower 

monochrome panels). The neuronal marker prospero is shown in green. Phospho-histone H3 (Ser10) is 

displayed in blue. Scale bar: 100 m. 

b) Quantification of pan-NBs number ( SD) in WT, bubR1-KEN, sas-4 and bubR1-KEN sas-4 brain lobes. 

WT and bubR1-KEN brain lobes had 85.0 7.1 NBs/lobe (n=7) and 89.9.6 8.5 NBs/ lobe (n=8) 

respectively. Sas-4: 126.2 16.2 NBs/lobe (n=8). The introduction of the bubR1-KEN mutation in the sas-4 

defective background resulted in a much smaller number of NBs 44.6 7.7 NBs/ lobe (n=8). *: P=1.4x10-3, 

**: P=3.3x10-4, ***: P<1.6x10-5 (Wilcoxon test).  

c) Analysis of mitotic indices (± SD) in WT, sas-4, bubR1-KEN, and bubR1-KEN sas-4 Brains. WT: 

1.07 0.12% (n=9899, 3 brains), bubR1-KEN: 0.70 0.16%, (n=5918, 3 brains), sas-4: 1.44 0.69%, 

(n=12417, 3 brains), and bubR1-KEN sas-4: 0.50 0.05% (n=5520, 3 brains). ***: P<6x10-6, (Wilcoxon test). 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 3. Analysis of mitotic chromosome number and mitotic indices in sas-4 and 

aurA mutant flies following disruption of the SAC 

a) Selection of the most prominent mitotic figures observed in brain squashes for the genotypes indicated. 

The vast majority of cells are euploid in WT, sas-4, mad2, bubR1-KEN, and aurA flies. However, disrupting 

the SAC (mad2 or bubR1-KEN mutants) in sas-4, but not in aurA178961/aurA8839 flies, induced severe 

aneuploidy and polyploidy. b) Quantification of mitotic indices (± SD) for the indicated genotypes. 

WT: 0.81±0.09 (n=5326, 3 brains), bubR1-KEN: 0.7±0.16 (n=5918, 4 brains), aurA8839/aurA17961: 4.99±0.45 

(n=7435, 4 brains), bubR1-KEN aurA8839/aurA17961: 3.92±0.67 (n=11180, 5 brains). ***: P<2 x 10-16, *: P=5 x 

10-4 (Wilcoxon test). c) Quantification of aneuploidy and polyploidy for the indicated genotypes. 

The numbers in parentheses are the percentages of euploid, aneuploid and polyploid cells, respectively; n 

is the total number of mitotic cells observed, from at least 3 different brains. 

WT (100, 0, 0, n=150), bubR1-KEN (91.3, 4.4, 4.3, n=230), sas-4 (97.3, 1.5, 1.2, n=256), aurA8839 (89.6, 7.4, 

3.0, n=299), aurA8839/aurA17961 (94.9, 3.3, 1.8, n=276), sas4 mad2 (21.9, 42.6, 35.5, n=169), bubR1-KEN sas-

4 (62.2, 34.2. 3.7, n=82), bubR1-KEN aurA8839/aurA17961 (91.2, 2.6, 6.2, n=432), aurA8839 sas-4 (83.2, 10.2, 

6.6, n=315), aurA sas-4 mad2 (63.9, 27.3, 8.8, n=194). 



 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 4. AurA overexpression (OE) does not accelerate mitotic exit 

a) Western blots showing the levels of endogenous and FLAG-tagged AurA variants in brain tissues. The 

FLAG western blot showing the overexpressed (AurA and AurAK/R) exogenous proteins is on the left and 

the western blot showing both endogenous and exogenous AurA proteins is shown on the right. Ponceau S 

staining was used to control for loading control. 

b) AurA and AurAK/R OE NBs display normal mitotic timing and normal spindle morphology. WT (top 

panels), FLAG-AurA OE (middle panels), and FLAG-AurAK/R OE (lower panels) NBs were imaged with GFP-

 tubulin. 

c) Box plot showing the duration of mitosis after overexpression of active and inactive Aurora A kinases. 

The duration of mitosis was not modified by the overexpression of active (FLAG-AurA OE, 371 51 s, 

n=56,) or inactive (FLAG-AurAK/R OE, 384 84 s, n=63) AurA kinases, as shown by comparison with WT 

NBs (382 66 s, n=64). Box plot: boxes show the upper and lower quartile. ns: non significant (P>0.01, 

Wilcoxon test). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 5. aurA mutation restores overproliferation of the NB phenotype in the sas-

4 mad2 double mutant 

a) Brains from WT, mad2, sas-4 mad2, aur A, aurA sas-4, aurA mad2, and aurA sas-4 mad2 mutant 

individuals were dissected in PBS, fixed and immediately imaged. Note the impairment of brain growth 

following disruption of the SAC and sas-4 (mad2 sas-4). The scale bar indicates 0.1 mm. The diagram on 

the left summarizes the various brain phenotypes associated with the genotypes examined. b) Brains from 

WT, aurA sas-4 and aurA sas4 mad2 triple mutants were fixed and the numbers of pan-NBs per lobe were 

determined in the central brain region with an anti-deadpan antibody (red and lower monochrome 

panels). The neuronal marker prospero is shown in green. Phospho-histone H3 (Ser10) is displayed in 

blue. Scale bar: 100 m. c) Quantification of pan-NBs, in terms of number, in the various genetic 

backgrounds analyzed. WT: 83.4 8.5 NBs/lobe (n=12), aurA sas-4: 1073.5 91.7 NBs/lobe (n=8),  

aurA sas-4 mad2: 1016.7 90.2 NBs/lobe (n=8).**: P<4 x 10-4 (Wilcoxon test). d) Mitotic indices in WT, sas-

4, aurA sas-4, sas-4 mad2 and aurA sas-4 mad2 neural tissues. WT: 0.95 0.05%, (n=5626 cells, 3 brains), 

sas-4: 1.45 0.7% (n=12417 cells, 3 brains), sas-4 mad2: 0.63 0.05%, (n=4962 cells, 3 brains), aurA sas-4: 

5.6 0.7% (n=5348 cells, 3 brains) aurA sas-4 mad2: 4.7 0.4 (n=13209 cells, 3 brains). ***: P<2 x 10-16, ** 

P<10-5, *: P<0.03 (Wilcoxon test). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 6. Whole western blots related to Figure 2c.  

Note that all the antibodies used for the western blots of this study correspond to well-characterised 

proteins. Therefore, one nitrocellulose membrane was often cutted (thanks to molecular weight markers) 

to detect 2 antigens. 

a) Full western blots corresponding to the left panel of Figure 2c.  Top left panel: the same nitrocellulose 

membrane was cutted to reveal actin ( 40 kDa) and Mad2 ( 24 kDa). Middle panel: the same 

nitrocellulose membrane was cutted to reveal cylin B ( 60 kDa) and Aurora A (47Da). The middle bottom 

panel corresponds to longer revelation time. Right: full blot corresponding to phosphor histone H3 Ser10 

( 15 kDa). 

b) Full cyclin A (left) and actin (right) western blots corresponding to the right panel of Figure 2c.  

The cropped region is indicated in red. 
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A. Une forte aneuploïdie compromet-elle la prolifération cellulaire et la 

tumorigénèse ? 

 

Le point de départ de mon projet de thèse consistait à tester l’hypothèse selon laquelle, 

générer une forte aneuploïdie dans des tumeurs permettrait d’interférer avec la prolifération 

cellulaire et la croissance tumorale. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser comme modèle des 

tumeurs du système nerveux central de la larve de drosophile. Parmi les nombreux mutants 

induisant la formation de tumeur dans le SNC à notre disposition, nous avons fait le choix 

d’en utiliser deux, les mutants sas-4 et aurA. Nous avons choisi ces deux mutants car les 

protéines Sas-4 et AurA sont requises pour la formation du fuseau mitotique et la division 

asymétrique. AurA est également impliquée dans la mise en place de la polarité dans le Nb. Il 

est important de noter que les tumeurs induites dans ces deux mutants présentent un délai en 

mitose dû à l’activation du SAC (à cause des problèmes de formation du fuseau) qui corrige 

les défauts d’attachements Mt-Kt et par conséquent, ces tumeurs ne présentent pas (ou peu) 

d’aneuploïdie. Nous avons ensuite choisi de générer de l’aneuploïdie dans ces tumeurs en 

supprimant le SAC par l’association d’une mutation pour un gène essentiel du SAC, Mad2 

(Buffin et al., 2007). L’intérêt de ce mutant réside dans le fait que, au contraire des autres 

protéines impliquées dans le SAC, Mad2 n’a pas d’autre fonction, notamment dans les 

interactions Mt-Kt.  

 

Afin de répondre à notre question, nous avons débuté notre analyse en utilisant le 

mutant sas-4. Ce mutant est dépourvu de centrosome et présente des défauts d’assemblage du 

fuseau mitotique (et une activation du SAC) et de division asymétrique des Nb (conduisant à 

la formation de tumeurs) (Basto et al., 2006; Castellanos et al., 2008). Nous avons mis en 

évidence que la déplétion du SAC (via l’utilisation de mutant du SAC mad2
p ou bubR1

ken) 

dans ce mutant compromet la prolifération cellulaire, la croissance des cerveaux et génère une 

forte aneuploïdie. De plus, le double mutant sas-4 mad2 n’est pas en mesure d’induire la 

formation de tumeurs. Cela suggère que la perte du SAC et la génération d’une forte 

aneuploïdie dans un contexte mutant pour sas-4 permet de prévenir la formation de tumeur.  

 

Pour confirmer ce résultat, nous avons poursuivi l’étude en utilisant un second mutant 

induisant des tumeurs dans le SNC, aurA. AurA est impliquée dans la maturation des 

centrosomes et la formation du fuseau ainsi que dans l’établissement de la polarité cellulaire 

du Nb (voir introduction). Ce mutant présente une très forte prolifération des Nb dans le 
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cerveau larvaire et un fort pouvoir tumorigène après implantation dans l’abdomen d’un hôte 

adulte (Castellanos et al., 2008; Lee et al., 2006a; Wang et al., 2006). Ici, au contraire des 

résultats que nous avons obtenus précédemment, la déplétion du SAC ne compromet pas la 

prolifération cellulaire ni le pouvoir des cerveaux doubles mutants aurA mad2 à former des 

tumeurs. Nous avons, par la suite, mis en évidence qu’AurA est impliquée dans la régulation 

de la dégradation de la CycB et c’est cela qui permet, en absence de SAC, de laisser le temps 

aux Nb pour assembler un fuseau et ségréger correctement leurs chromosomes. 

 

Nous avons observé deux réponses différentes à la perte du SAC et nous ne pouvons 

donc pas conclure formellement quant à l’effet de l’aneuploïdie sur la prolifération cellulaire 

et la tumorigénèse chez la drosophile. Si, pour les tumeurs causées par la perte de Sas-4, la 

déplétion du SAC semble délétère, dans le mutant aurA, un mécanisme secondaire vient 

empêcher l’apparition d’une forte aneuploïdie et permet aux Nb de résister à la perte du SAC. 

Malgré que le mutant aurA semblait être un bon outil (rôle dans la polarité et l’assemblage du 

fuseau), il s’est avéré non pertinent pour répondre à notre question. Afin de résoudre ce 

problème, il sera nécessaire de poursuivre l’étude en utilisant d’autres mutants de polarité 

comme les mutants de Brat, qui présentent un fort pouvoir tumorigène ou les mutants de Pins 

et Mira (Caussinus and Gonzalez, 2005). On ne peut également, à ce stade, exclure le fait que 

ce que nous observons dans le mutant sas-4 soit spécifique à ce mutant. L’étude de l’effet de 

la perte du SAC dans les mutants des centrosomes sas-6 ou asterless permettra de répondre à 

cette question et d’envisager, si les mêmes effets dans les mutants de polarité et du fuseau 

sont observés, un mécanisme général en réponse à une forte aneuploïdie dans le Nb de 

drosophile. Cela permettra également de mettre en opposition les effets de l’aneuploïdie sur 

des tumeurs issues de défaut de polarité contre celles issues de défaut de centrosomes et 

orientation du fuseau. Ces deux types de tumeurs, chez la drosophile, ne présentent pas les 

mêmes caractéristiques de prolifération ni de capacité tumorale. Les cerveaux dont les Nb 

présentent un défaut de polarité forment des tumeurs avec forte fréquence (91% pour les 

mutants brat, 19% pour les mutants mira) alors que les mouches sans centrosomes présentent 

une plus faible fréquence tumorale (6% pour sas-4 ou 4% pour asterless, 1% avec sas-6) 

(Castellanos et al., 2008; Caussinus and Gonzalez, 2005). On peut imaginer, par exemple, 

qu’il soit plus facile d’éliminer des tumeurs qui prolifèrent peu en générant de l’aneuploïdie 

(ce que l’on observe pour sas-4) que d’éliminer, par cette stratégie, des tumeurs qui 

prolifèrent beaucoup et ainsi orienter les futurs travaux et thérapeutiques. Cela permettra aussi 

de déterminer si, dans le cas de tumeurs dues ou présentant une perte d’asymétrie de division 
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chez l’homme (Lee and Vasioukhin, 2008; Wodarz and Näthke, 2007), cette stratégie est 

envisageable.  

 

Il est aussi important de noter que nous utilisons un modèle cellulaire particulier, une 

cellule souche. Un récent article a montré que les Nb ne réagissent pas à l’aneuploïdie en 

déclenchant l’apoptose comme d’autres types cellulaires (Gogendeau et al., 2015). Les 

auteurs de cette étude proposent que, dans le Nb, l’aneuploïdie conduit à une différenciation 

prématurée qui empêche leur prolifération et leur expansion incontrôlée (Dekanty and Milán, 

2013; Gogendeau et al., 2015; Thompson and Compton, 2010). Les Nb aneuploïdes 

présentent une phase G1 étendue avant de sortir du cycle cellulaire (entrée en G0) puis 

d’entreprendre une différenciation prématurée (présence de Pros nucléaire). Ce mécanisme 

semble être conservé dans les cellules souches intestinales murines quand l’apoptose n’est pas 

suffisamment efficace pour supprimer ces cellules (Gogendeau et al., 2015). Bien que les 

résultats obtenus par le groupe de R. Basto (Gogendeau et collaborateurs) proposent des 

éléments permettant d’expliquer la baisse de prolifération observée dans le double mutant sas-

4 mad2, ils posent également la question de la différence entre cellules souches et les autres 

types cellulaires. Ainsi, générer de l’aneuploïdie dans des tumeurs issues (ou présentant des 

phénotypes) de cellules souches chez l’homme pourrait être plus efficace pour ralentir la 

croissance tumorale (sortie du cycle cellulaire) que pour « tuer » les cellules cancéreuses. Il 

faudrait donc y associer d’autres molécules lors des traitements pour les éliminer 

efficacement.  

 

Au cours de ma thèse, une étude est venue apporter des arguments en faveur de 

l’utilisation de l’aneuploïdie contre la tumorigénèse (Silk et al., 2013). Les auteurs ont utilisé 

des souris présentant une réduction du niveau de la protéine CENP-E impliquée dans les 

attachements Mt-Kt (CENP-E+/-). Cette réduction de CENP-E entraîne l’apparition de cancers 

de la rate et des poumons faiblement aneuploïdes. Ils ont associé cette lignée avec une autre 

présentant un niveau de Mad2 réduit (Mad2+/-) avec un SAC moins efficace et observé alors 

l’apparition d’une forte aneuploïdie entraînant la mort cellulaire et la suppression des 

tumeurs. Cela semble donc indiquer, ici dans un modèle murin, qu’une forte aneuploïdie est 

incompatible avec la croissance tumorale, ce qui va dans le sens de nos résultats et de ceux du 

groupe de R. Basto. 
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Bien que nécessitant de plus amples investigations dans différents types cellulaires et 

tumeurs d’origines différentes, la génération d’une forte aneuploïdie semble tendre à chaque 

fois vers une réduction de la prolifération et la croissance tumorale. Cette approche pourrait 

donc être une excellente stratégie anticancéreuse. L’utilisation de drogues bloquants Mad2 

(Kastl et al., 2015; Tambe et al., 2016) ou d’autres protéines causants une perte du SAC 

comme Mps1 (Janssen et al., 2009, 2011) est donc tout à fait prometteuse en complément des 

traitements actuels pour lutter contre le cancer (Dominguez-Brauer et al., 2015).  

 

B. Un nouveau rôle d’AurA dans la régulation de la dégradation de la CycB  

 

Dans le but de comprendre pourquoi la perte du SAC dans le mutant aurA n’a pas 

d’effet sur la tumorigénèse, nous avons réalisé une analyse à l’aide d’une technique de vidéo-

microscopie en temps réel. Nous avons mis en évidence que les cellules doubles mutantes 

présentent toujours un délai en mitose malgré l’absence de SAC fonctionnel et qu’il existe un 

découplage (délai) entre satisfaction du SAC et entrée en anaphase dans le mutant aurA. Nous 

avons également observé que la perte d’AurA entraîne un délai dans la dégradation de la 

CycB, même en absence de SAC actif. Ces résultats suggèrent que le délai en mitose observé 

dans le mutant aurA est d’une part dû à l’activation du SAC et, d’autre part, dû à un défaut de 

régulation de la dégradation de la CycB. Nous avons également vérifié que ce phénotype est 

bien dépendant de la perte d’AurA car un triple mutant aurA sas-4 mad2 présente également 

une hyper-prolifération des Nb et une restauration partielle de la ploïdie. Cela nous a donc 

amené à proposer un nouveau rôle d’AurA dans le contrôle de la dégradation de la CycB et la 

sortie de mitose. En revanche, le mécanisme impliqué reste à élucider mais plusieurs 

hypothèses sont à l’étude. 

 

 

 

 

 



 

96 
 

1. Hypothèse sur le mécanisme de régulation de la dégradation de la CycB par 
AurA 

a. Hypothèse n°1 : Une phospho-régulation de la CycB par les kinases 
Aurora 

 

Un article récent a montré que la CycB est un substrat d’AurB chez la drosophile lors 

de l’abscision dans les cystes de la lignée germinale femelle (Mathieu et al., 2013). AurA et 

AurB sont très proches comme en témoigne le fait que le changement d’un seul acide aminé 

d’AurA lui fait acquérir les fonctions d’AurB (Fu et al., 2009; Hans et al., 2009) et que 

lorsque leurs localisations cellulaire sont inversées, chacune est capable de faire le travail de 

l’autre (Li et al., 2015). Les deux kinases partagent un site de phosphorylation consensus 

presque identique (Alexander et al., 2011). Nous avons donc souhaité tester si AurA régule 

directement la dégradation de la CycB par phosphorylation et, potentiellement, sur les mêmes 

sites qu’AurB. Pour cela, nous avons utilisé les lignées phosphomutantes de la CycB, pour 

lesquelles, 5 sites consensus pour AurB en N-terminal ont été mutés en alanine (CycB5A, 

non-phosphorylable) ou en acide glutamique (CycB5E, phosphomimétique), ainsi qu’un 

anticorps anti-phospho-CycB dirigé contre l’un de ces sites (pS157). Ces outils ont été 

générés et gracieusement obtenus auprès du laboratoire du Dr Huynh (Institut Curie). 

L’analyse par immunofluorescence de préparations de cerveaux fixées a révélé une 

disparition du signal de la pS157 de la CycB dans les Nb mutant aurA aux Kt en métaphase 

(Données du laboratoire : Régis Giet). Nous avons alors analysé par vidéo-microscopie en 

temps réel l’effet des mutations des sites consensus de phosphorylation par AurB sur la 

dégradation de la CycB-GFP dans les Nb. Malheureusement, en utilisant le système UAS-

GAL4 pour exprimer spécifiquement les mutants dans le SNC (à l’aide du promoteur 

spécifique du système nerveux : 69B) nous n’avons pas réussi à obtenir un signal suffisant 

pour détecter la CycB dans les Nb. En revanche, le signal dans les GMC était analysable et 

nous n’avons observé aucune différence dans les profils de dégradation de la CycB-GFP entre 

les différents mutants (Figure 10).  

 

Ces premiers résultats ne nous permettent actuellement pas de conclure mais plusieurs 

explications sont néanmoins envisageables. D’une part, dans nos analyses, la CycB endogène 

est toujours présente et cela peut perturber le mécanisme (effet dominant par rapport au 

mutant 5E ou 5A). Cependant, des données préliminaires obtenues avec ces mêmes lignées 

mutantes exprimées dans un fond génétique mutant nul CycB semblent donner les mêmes 

résultats que précédemment. D’autre part, les GMC étant différentes des Nb, il peut y avoir 
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une différence de régulation de la phosphorylation / dégradation de la CycB. Cela est 

facilement vérifiable en refaisant l’analyse des mutants CycB 5E et 5A associés cette fois 

avec un marqueur des chromosomes ou des Mt pour mesurer le temps de mitose des Nb. 

Ainsi, s’il y a un délai dans la dégradation de la CycB 5A dans les Nb, nous devrions observer 

une augmentation du temps de mitose.  

 

Par ailleurs, la séquence de la CycB présente d’autres sites de phosphorylation plus ou 

moins consensus pour AurA qui n’ont pas été mutés. Le fait que le signal de la pS157, qui est 

un site consensus fort pour AurA, ne soit pas observé dans le mutant aurA laisse penser 

qu’AurA est bien capable de phosphoryler la CycB. Cependant, il est possible que dans le cas 

de la régulation de la dégradation de la CycB, une phosphorylation de plusieurs sites, dont 

certains non mutés dans les constructions 5E et 5A, soit nécessaire. Pour répondre à cela, une 

analyse protéomique qui viserait à identifier tous les sites de phosphorylation de la CycB 

serait appropriée. Cela permettra de 1) définir si d’autres sites consensus pour AurA sont 

phosphorylés et 2) générer de nouveaux phosphomutants pour continuer l’analyse. On peut 

aussi imaginer que si des phosphorylations par la kinase sont en jeu, des déphosphorylations 

par une ou plusieurs phosphatases doivent également intervenir pour réguler le mécanisme. 

Ainsi, il serait possible de tester cela en traitant les cerveaux mutants aurA (qui ont un déficit 

en activité kinase) avec un inhibiteur de phosphatase (pour limiter l’excès d’activité 

phosphatase) et en regardant ensuite si cela influe sur la dégradation de la CycB (réduit le 

délai dans le mutant aurA). L’analyse pourrait ensuite être complétée avec différents ARNi 

pour identifier quelle phosphatase (et sous-unité) est impliquée. Pour confirmer le tout, 

l’analyse d’un triple mutant aurA mad2 (phosphatase identifiée) sera nécessaire. Son cerveau 

devrait présenter une forte aneuploïdie et une prolifération cellulaire compromise si la 

réduction des activités kinases et phosphatases restaure la dégradation normale de la CycB. 

PP2A semble être un bon candidat et est déjà connu pour se lier à AurA (Horn et al., 2007) et 

déphosphoryler un de ses substrats, PAR-6 (Ogawa et al., 2009). Enfin, nous ne pouvons pas 

exclure que même si la CycB est bien phosphorylée par AurA, cela n’entre pas en jeu dans la 

régulation de sa dégradation.  
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Figure 10 : la dégradation de la CycB non phosphorylable n’est pas retardée dans les GMC. (A-C) 
Panneaux de gauche : représentation de la division d’une GMC dans laquelle est exprimée une version sauvage 
de la CycB (A), une version non phosphorylable CycB 5A (B), ou une version phosphomimétique CycB 5E (C) 
couplée à la GFP pour mesurer la dégradation des différents mutants de la CycB. Panneaux de droite : 
représentation graphique des profils de dégradation de la CycB-GFP correspondant aux différents mutants (une 
courbe représente la mesure pour une GMC) (A) CycB-GFP (n=27) ; (B) CycB-5A-GFP (n=25) ; (C) CycB-5E-
GFP (n=22). (D) Représentation des moyennes des profils de dégradation des mutants de la CycB, Bleu : CycB-
GFP; Rouge : CycB-5A-GFP; Vert : CycB-5E-GFP. Le temps est indiqué en minutes, la fluorescence en unités 
arbitraires normalisées. 
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b. Hypothèse n° 2 : Une régulation de l’APC/C 
 

Si la phosphorylation de la CycB n’entre pas directement en jeu dans la régulation de 

sa dégradation, il faut alors regarder plus en amont. Comme sa dégradation en sortie de 

mitose est dépendante de l’activité de l’APC/C, nous avons observé si la dégradation d’autres 

substrats de l’APC/C, la Cycline A (entrée en mitose) et la Sécurine (sortie de mitose), sont-

elles aussi perturbées. Nous n’avons pas observé d’accumulation de la CycA dans le mutant 

aurA suggérant que toute l’activité de l’APC/C n’est pas perturbée mais seulement envers 

certains substrats (CycB). Ensuite, nous avons suivi par Western blot les niveaux protéiques 

de la Sécurine dans le mutant aurA à l’aide d’une protéine de fusion pimples (orthologue de la 

Sécurine chez la drosophile) couplée à une étiquette Hémagglutinine (HA) (Laboratoire de 

Christian Lehner). Le mutant aurA présente un niveau de pimples-HA plus élevé que le 

contrôle et comparable au niveau de la CycB (Figure 11). Cela suggère donc, comme la 

dégradation de deux de ses substrats est perturbée, que l’APC/C serait impliquée dans le 

phénotype observé. Il serait intéressant de pouvoir suivre par vidéo-microscopie en temps réel 

la dégradation de pimples afin de la comparer à celle de la CycB et déterminer si les deux 

évènements sont coordonnés et autant retardés l’un que l’autre dans le mutant aurA. Dans 

cette optique, nous avons testé une lignée exprimant la Sécurine/pimples couplée à un 

rapporteur GFP (Derive et al., 2015) mais sans parvenir à mesurer le signal fluorescent. Nous 

avons alors décidé de suivre l’activité de la Sécurine en mesurant la dégradation/disparition 

de l’une des protéines dégradée en réponse à la perte de la Sécurine et l’activation de la 

Séparase, Rad21 (une cohésine) couplée à la GFP (Oliveira et al., 2014). Dans le contrôle, le 

signal Rad21-GFP est présent aux Kt et disparaît juste avant l’anaphase. Dans le mutant aurA, 

les premiers résultats (à confirmer) montrent le même comportement indiquant ainsi que la 

Séparase n’est pas active avant l’entrée en Anaphase et suggérant donc que la dégradation de 

la Sécurine est retardée. Ces données, couplées aux résultats obtenus par Western blot, 

indiquent que le délai dans la dégradation de la CycB visible dans le mutant aurA est 

dépendant de l’activité de l’APC/C qui semble présenter un défaut d’activation seulement en 

fin de mitose.  
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Figure 11 : Pimples-HA et la CycB sont enrichit dans le mutant aurA. Western blot montrant les 

niveaux protéiques de pimples-HA et de la CycB respectivement dans une lignée sauvage exprimant 

pimples-HA (ligne de gauche) ou dans le mutant aurA
8839 exprimant pimples-HA (ligne de droite). 

L’actine sert de contrôle de charge. La masse moléculaire est exprimée en kDa. 
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Deux articles parus récemment ont traité du contrôle de l’APC/C par les phosphorylations 

mitotiques (Qiao et al., 2016; Zhang et al., 2016b). Les auteurs ont ainsi montré l’importance 

de l’état de phosphorylation de la partie N-terminale de la sous-unité APC1 dans l’activation 

de l’APC/C par Cdc20. La partie N-terminale d’APC1 agit comme un domaine auto-

inhibiteur de la liaison de Cdc20 et sa phosphorylation en mitose lève cette inhibition et 

permet la liaison de Cdc20 à l’APC/C. Par ailleurs, la phosphorylation complète de ce 

segment requiert la liaison du complexe Cycline-Cdk à la sous-unité APC3 également 

phosphorylée (Zhang et al., 2016b). La perte du segment d’APC3 phosphorylé conduit à un 

ralentissement de l’activation de l’APC/C et un délai dans la dégradation des substrats chez le 

xénope (Yamaguchi et al., 2015).  

 

Comme les phosphorylations de l’APC/C par Cdk1 et polo sont essentielles à son 

activation (Charles et al., 1998; Descombes and Nigg, 1998; Kotani et al., 1998; Shirayama et 

al., 1998), et qu’AurA est un activateur de polo, nous avons émis l’hypothèse selon laquelle, 

l’activation de polo par phosphorylation directe par AurA pourrait être requise pour 

l’activation et le bon fonctionnement de l’APC/C. Nous ne pouvons pas non plus exclure 

qu’AurA puisse activer polo par une phosphorylation indirecte. Un article de 1998 montre que 

le complexe CycB-Cdk1 est requis pour l’activation de Plk1 et pour que ce dernier 

phosphoryle l’APC/C pour la dégradation de la CycB (Kotani et al., 1998). De plus, il a 

récemment a démontrée que CycB-Cdk1 phosphoryle Bora ce qui permet sa liaison à Plk1. 

Plk1 peu alors être activé par AurA pour l’entrée en mitose (Tavernier et al., 2015; Thomas et 

al., 2016). Une phosphorylation de la CycB par AurA serait ainsi peut-être nécessaire à 

l’activité de la CycB-Cdk1 et à l’activation de polo. Pour répondre à cette question, l’activité 

kinase du complexe CycB/Cdk1 du mutant aurA pourrait être testée (phosphorylation de 

l’histone H1). Nous pourrions également vérifier si l’expression ectopique d’un mutant 

phosphomimétique de la CycB dans les Nb (après identification des sites de phosphorylation 

par AurA) serait capable de sauver le délai de dégradation de la CycB et de la Sécurine dans 

le mutant aurA. Les expériences sont actuellement en cours.  

 

Nous testons également différents mutants de polo (polo
1, polo

9, polo
10) qui présentent 

des Nb surnuméraires avec peu d’aneuploïdie (Castellanos et al., 2008; Llamazares et al., 

1991; Sunkel and Glover, 1988; Wang et al., 2007) en combinaison avec le mutant mad2 pour 

vérifier si la perte du SAC compromet ou non la prolifération de ces Nb surnuméraires et 

génère ou non de l’aneuploïdie en comparaison au mutant aurA. Nous avons également 
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décidé de tester si l’expression d’un mutant de polo constitutivement actif (T182D (Wang et 

al., 2013)), mimant une activation par AurA, serait capable de rétablir la dégradation normale 

de la CycB dans le mutant aurA après satisfaction du SAC ou entraîner sa dégradation en tout 

début de mitose dans le double aurA mad2 en absence de SAC (comme visible dans le mutant 

mad2). Si c’est le cas, cela devrait générer une forte aneuploïdie dans le mutant aurA mad2 et 

compromettre la prolifération des Nb surnuméraires et la formation de tumeurs (allogreffes). 

 

Ici encore, le rôle des phosphatases serait à envisager. En effet, si une trop faible 

activation de l’APC/C a lieu à cause d’un manque de phosphorylation dû à l’absence d’AurA, 

une inhibition ou une déplétion d’une ou de plusieurs phosphatases pourrait permettre de 

rétablir l’équilibre et confirmer l’importance des phosphorylations par AurA dans le 

mécanisme. PP2A apparait encore une fois comme une excellente candidate car elle semble 

jouer un rôle dans la déphosphorylation de certains substrats de Polo et de Cdk1 

(Wurzenberger and Gerlich, 2011). Elle est également connue pour être impliquée dans la 

régulation de l’APC/C (Craney et al., 2016; Deák et al., 2003; Rossio et al., 2013). 

 

2. Un rôle conservé ? 
 

Mes travaux ont montré un nouveau rôle pour la kinase AurA dans le Nb chez la 

mouche. Il sera, par la suite, important de déterminer si ce mécanisme est conservé dans 

d’autres types cellulaires (hors cellules souches) et surtout s’il est aussi conservé chez 

l’homme. J’ai observé dans les mutants aurA et aurA mad2 une forte apoptose dans le tissu 

épithélial qui compose les disques d’ailes (non montré). Or, les cellules de ce tissu sont 

connues pour être éliminées par apoptose lorsqu’elles présentent de l’aneuploïdie. Par 

ailleurs, une perte de la voie apoptotique leur confèrent un pouvoir tumorigène (Dekanty et 

al., 2012). Il serait alors intéressant, dans les mutants aurA et aurA mad2, d’inhiber l’apoptose 

afin de « conserver » ces cellules pour vérifier si ce tissu est alors capable d’induire la 

formation de tumeurs, présente de l’aneuploïdie (avec et/ou sans le SAC) et si cela est la 

cause du déclenchement de l’apoptose. Cela signifierait alors que le délai induit par le défaut 

de dégradation de la CycB, dans les cellules épithéliales des disques d’ailes, n’est peut-être 

pas suffisant pour permettre l’assemblage d’un fuseau correct et prévenir l’aneuploïdie. En 

revanche, l’apoptose peut aussi être déclenchée par un délai prolongé en métaphase (Uetake 

and Sluder, 2010; Vogel et al., 2004), ce qui pourrait être le cas si la perte d’AurA influe sur 

la dégradation de la CycB dans ce type cellulaire. Il se pourrait également qu’il n’y ait tout 
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simplement pas de défaut dans la régulation de la dégradation de la CycB donc, pas de délai 

en métaphase et donc que le rôle d’AurA est peut-être spécifique aux Nb.  

 

Des travaux sont également en cours au laboratoire afin de déterminer si le mécanisme 

est conservé chez l’homme. Pour cela, des lignées cellulaires sont traitées avec des inhibiteurs 

ou siARN contre AurA ou Polo et associés à l’inhibition de Mad2 ou Mps1 (pour supprimer 

le SAC) ainsi qu’à des drogues du fuseau afin d’en observer les effets.  

 

Il est intéressant de noter qu’une étude parue en 2009 suggère que l’inhibition d’AurA 

abroge le délai en mitose induit par des drogues du fuseau (Wysong et al., 2009). Les résultats 

ne montrent cependant pas de lien direct entre AurA et le SAC mais suggèrent seulement que 

la perte d’AurA favorise l’échappement du blocage. De plus, l’analyse se base sur l’utilisation 

d’inhibiteurs d’AurA et les auteurs considèrent que l’activité kinase est complètement inhibée 

quand il y a disparition du signal pT288. Or, il peut toujours y avoir une activité résiduelle 

non détectable et suffisante pour permettre la dégradation de la CycB car une faible activité 

kinase AurA ne retarde que peu cette dégradation dans le Nb (Figure 4b de l’article). AurA 

est également capable de jouer son rôle de kinase en absence de la pT288 (voir introduction). 

Ces résultats laissent penser que les régulations en jeu et les effets sont peut-être différents 

entre espèces et types cellulaires.  

 

3. Impact sur les traitements anticancéreux 
 

Si le rôle d’AurA sur la dégradation de la CycB est conservé chez l’homme dans 

certains, sinon dans tous les types cellulaires, cela pourrait avoir un impact sur l’utilisation, 

dans les traitements anti-cancer, d’inhibiteurs d’AurA (D’Assoro et al., 2016). En effet, si 

l’inhibition de la kinase entraîne un défaut de dégradation de la CycB et un délai en 

métaphase indépendant du SAC en cellule humaine, il serait probablement peu efficace de 

l’associer avec un inactivateur du SAC pour induire une forte aneuploïdie dans les tumeurs 

chez les patients. Le maintien de haut niveau de CycB permettrait alors aux cellules 

d’assembler un fuseau suffisant pour ségréger leurs chromosomes, pouvant même conduire à 

la génération d’une faible aneuploïdie et à l’apparition de résistances ou de nouvelles tumeurs. 

Un essai clinique de phase II d’un inhibiteur d’AurA (alisertib) associé au taxol (activation du 

SAC) est actuellement en cours contre le cancer du poumon à petites cellules 

(NCT02038647). Si l’inhibition d’AurA en cellule humaine entraîne un délai en mitose 
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indépendant du SAC comme nous l’avons observé chez la drosophile, l’association des deux 

molécules pourrait n’avoir aucun effet bénéfique ou même être délétère pour les patients. 

Cette étude apportera donc certains éléments de réponse.  

 

Ainsi, mon travail permet d’ouvrir de nouvelles perspectives de recherches quant au 

rôle d’AurA en cellules humaines ainsi que des éléments à prendre en compte pour les 

prochaines études cliniques sur d’autres types de cancers en cas d’échec ou de réussite de ces 

études. L’alisertib donne de meilleurs résultats contre les tumeurs solides comparées aux 

leucémies (Dominguez-Brauer et al., 2015) et nos résultats devraient apporter de nouvelles 

pistes permettant d’expliquer cette différence et ainsi pouvoir mieux comprendre la biologie 

des tumeurs et développer de nouvelles thérapeutiques ciblées. 

 

 Il est donc important de poursuivre notre étude en se focalisant sur différentes lignées 

cellulaires/cancers afin de déterminer si AurA joue un rôle dans la dégradation de la CycB 

également chez l’homme et si ce mécanisme est ubiquitaire ou spécifique de certains types 

cellulaires afin de pouvoir développer et adapter de nouveaux traitements anticancéreux. Mon 

travail permettra également de renforcer l’état des connaissances sur les mécanismes mis en 

jeu pour la régulation de la sortie de mitose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



105 

Annexes 



The Rockefeller University Press  $30.00
J. Cell Biol. Vol. 204 No. 7 1111–1121
www.jcb.org/cgi/doi/10.1083/jcb.201311094 JCB 1111

JCB: Report

Correspondence to Régis Giet: regis.giet@univ-rennes1.fr

Abbreviations used in this paper: CNS, central nervous system; dsRNA, double-
stranded RNA; EHR, Ensconsin homology region; GMC, ganglion mother cell; 
Khc, kinesin heavy chain; Kt, kinetochore; LC-MS/MS, liquid chromatography/
tandem mass spectrometry; MAP, Mt-associated protein; Mt, microtubule; Nb, 
neuroblast; NEBD, nuclear envelope breakdown; SAC, spindle assembly check-
point; WT, wild type.

Introduction

During mitosis, the mitotic spindle plays a crucial role in en-

suring the correct segregation of chromosomes. One of the prin-

cipal challenges faced by the cell during mitosis is the assembly 

of a powerful microtubule (Mt)-based machine mediating the 

eficient segregation of sister chromatids within a few minutes. 

Because of their role in deining the plane of cell division, mi-

totic Mts are also essential for brain homeostasis, a process 

linked to asymmetric stem cell division (Caussinus and Gonzalez, 

2005; Wodarz and Näthke, 2007; Neumüller and Knoblich, 

2009). The assembly of the spindle is complex and tightly 

regulated. The association of Mt-associated proteins (MAPs) 

with Mts and their subsequent dissociation play an essential 

role in mitotic spindle assembly. Mitotic spindle assembly and 

chromosome segregation thus require the complex spatial and 

temporal regulation of MAPs (Gadde and Heald, 2004).

Many MAPs have been identiied in various model or-

ganisms. These proteins can be classiied into two main catego-

ries: motor and nonmotor proteins. Through their direct effects 

on Mt dynamics, Mt sliding, and cross-linking, these MAPs are 

involved in several steps in mitosis: centrosome separation and 

positioning, the attachment of Mts to kinetochores (Kts), bi-

polar spindle formation, chromosome motion, and cytokinesis 

(Walczak and Heald, 2008). Mt polymerization is promoted 

by MAPs, such as TOGp/MAP215/msps (Cullen et al., 1999; 

Tournebize et al., 2000; Cassimeris and Morabito, 2004), and 

Mts are organized into a fusiform structure by motor proteins 

(Sawin et al., 1992; Wittmann et al., 1998; Goshima et al., 

2005). Spindle size is controlled by the coordinated regulation 

of Mt end-binding proteins, such as CLASPs, depolymerizing 

T
he mitotic spindle is crucial to achieve segrega-
tion of sister chromatids. To identify new mitotic 
spindle assembly regulators, we isolated 855 mi-

crotubule-associated proteins (MAPs) from Drosophila  
melanogaster mitotic or interphasic embryos. Using RNAi, 
we screened 96 poorly characterized genes in the Dro-
sophila central nervous system to establish their possible 
role during spindle assembly. We found that Ensconsin/
MAP7 mutant neuroblasts display shorter metaphase 
spindles, a defect caused by a reduced microtubule 
polymerization rate and enhanced by centrosome ab-
lation. In agreement with a direct effect in regulating 

spindle length, Ensconsin overexpression triggered an 
increase in spindle length in S2 cells, whereas puri-
fied Ensconsin stimulated microtubule polymerization  
in vitro. Interestingly, ensc-null mutant flies also display 
defective centrosome separation and positioning dur-
ing interphase, a phenotype also detected in kinesin-1 
mutants. Collectively, our results suggest that Ensconsin 
cooperates with its binding partner Kinesin-1 during 
interphase to trigger centrosome separation. In addi-
tion, Ensconsin promotes microtubule polymerization 
during mitosis to control spindle length independent  
of Kinesin-1.
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stem cells
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Ensconsin and Kinesin-1 mutant Nbs 

display similar centrosome separation 

defects during interphase

A close examination of ensc mutant Nb spindles revealed that 

the centrosomes were not fully separated at prophase (Fig. 1 B, 

top; n = 20/91) and that metaphase spindles were shorter than 

WT spindles (Fig. 1 B, bottom; n > 300 spindles).

Time-lapse imaging of dividing Nbs producing a GFP-

tagged -tubulin showed the time between nuclear envelope 

breakdown (NEBD) and anaphase onset to be 6.1 ± 0.9 min in 

WT cells and 8.0 ± 1.2 min in ensc mutants, which is consistent 

with SAC activation (Fig. 1, C and D, top; and Videos 1–3). We 

also conirmed that mean spindle length was signiicantly shorter 

in ensc mutants (8.2 ± 0.7 µm) than in the WT (10.7 ± 0.7; 

Fig. 1 D, bottom).

In Drosophila Nbs, unlike most cell types, the centro-

somes split and start to separate immediately after cytokinesis 

(Rebollo et al., 2007; Rusan and Peifer, 2007). The daughter 

centrosome is immobile, retains Mt nucleation activity, and is 

connected to the apical cortex, whereas the mother centrosome 

displays weak Mt nucleation and migrates to the opposite side 

of the cell. The mother centrosome organizes a second aster 

shortly before mitosis. The daughter centrosome is therefore in-

herited by the Nb and the mother centrosome is inherited by the 

ganglion mother cell (GMC; Conduit and Raff, 2010; Januschke 

et al., 2011). The angle between the Mt asters before NEBD 

relects the eficacy of centrosome separation. It was found to 

be abnormally low in ensc mutants (Fig. 1 E, top; and Fig. 1 F;  

see also Video 2), for which 14% of Nbs presented misposi-

tioned asters during prophase (Fig. 1 E, bottom; and Video 3). 

The mother centrosome is not visible (by GFP-tubulin stain-

ing methods) before NEBD. We therefore imaged Nbs expres-

sing YFP-labeled centrosomes and GFP-labeled Mts between 

two consecutive mitoses (Rebollo et al., 2007; Januschke and  

Gonzalez, 2010). Centrosome splitting after cytokinesis was nor-

mal in ensc mutants, but the separation was incomplete, resulting 

in the apparent separation defect detected before NEBD (Fig. 2 A,  

interphase; and Videos 4 and 5). We observed no monopolar 

spindle formation, which suggests that the machinery required 

to separate centrosomes at NEBD is functional (Tanenbaum and 

Medema, 2010). However, due to the late timing of separation, 

when the mother centrosome started to nucleate Mts at NEBD, 

it was often anchored to the apical cortex in place of the daugh-

ter centrosome and was therefore inherited by the Nb (8/25;  

Fig. 2 A and Video 5, green line).

Ensconsin is a coactivator of Kinesin-1 in interphase. We 

therefore investigated whether centrosome separation defects 

could be also detected after a loss of Kinesin-1 function (Sung 

et al., 2008; Metzger et al., 2012; Barlan et al., 2013). We found 

centrosome separation defects in khc27/khc63 mutant brains, which 

lead to a small angle between centrosomes at NEBD but have 

no effect on spindle assembly (Fig. 2, B–E; and Videos 6 and 7). 

Centrosome inheritance was randomized and, in 50% of subse-

quent mitoses, the daughter centrosome ended up in the GMC 

(Fig. 2 D, bottom). These data demonstrate that early centrosome 

separation after cytokinesis is a prerequisite for correct centro-

some segregation, a process in which Ensconsin and Kinesin-1 

kinesins, and the Mt minus end protein known as patronin 

(Gaetz and Kapoor, 2004; Maiato et al., 2004, 2005; Laycock  

et al., 2006; Goodwin and Vale, 2010).

This study focuses on Ensconsin/MAP7. We demonstrate, 

for the irst time, the occurrence in Drosophila melanogaster neu-

roblasts (Nbs) of Ensconsin/MAP7-dependent interphase centro-

some separation and spindle assembly pathways during mitosis.

Results and discussion

Ensconsin is a general MAP required for 

mitotic spindle assembly in the fly central 

nervous system (CNS)

We analyzed the Drosophila Mt interactome from 0–2-h-old 

embryos, which are characterized by rapid, synchronous cell 

divisions (mitotic embryos), with the goal of identifying new 

spindle assembly proteins. In parallel, we also investigated the 

Mt interactomes of older embryos (2–17 h old), in which most 

Mts have nonmitotic functions. Mt polymerization was induced 

by incubation with taxol, and the MAPs and Mts were har-

vested by centrifugation and resolved by SDS-PAGE (Fig. S1,  

A and B). We applied a high-throughput proteomics approach, 

leading to the high-conidence identiication of 855 proteins 

in both samples (Fig. S1, C–E; and Table S2). Using spectral 

count, a semiquantitative measurement of protein abundance,  

we classiied all the proteins identiied as mitotic, general, or inter-

phasic MAPs on the basis of their enrichment proiles (Materials 

and methods).

We investigated the possible role in spindle assembly  

in vivo of 96 poorly characterized genes by applying RNAi to 

the ly CNS (Table S3 and Fig. S1 F; Dietzl et al., 2007; 

Mummery-Widmer et al., 2009; Neumüller et al., 2011). The 

new putative mitotic genes identiied by this approach (Fig. S1 G 

and Table S1) included Ensconsin (CG14998). We used ensc 

mutants to investigate the role of this gene in mitotic spindle as-

sembly (Fig. 1 B, bottom). We used three known Ensconsin mu-

tant alleles: ensc C (C-terminal deletion), ensc N (N-terminal 

deletion), and ensc Null (full deletion, hereafter referred to 

as ensc; Sung et al., 2008). Western blot analyses showed all 

three mutant strains to have similar low levels of Ensconsin pro-

tein (see Fig. S3 A).

Ensc mutants had small brain lobes (Fig. 1 A) and a higher 

mitotic index (1.2 ± 0.5% in wild-type [WT] brains and 2.6 ± 

1.0% in ensc mutant brains; n > 3,000 cells, 6 brains), which 

suggests that ensc mutation caused a mitotic delay due to pro-

longed spindle assembly checkpoint (SAC) activation. We 

tested this hypothesis with the double knockdown of Ensconsin 

and the SAC protein Mad2 by RNAi, with conirmation of the 

depletion of the protein (Fig. S2 A). Kt/Mt attachment defects 

were revealed by the large numbers of lagging chromatids dur-

ing anaphase in double RNAi (6/30 anaphases) but not in cells 

subjected to mad2 or ensc RNAi (n > 40 anaphases; Fig. S2, 

B and C). In addition, lies producing double-stranded RNAs 

(dsRNAs) for either Ensconsin or Mad2 were viable, whereas 

lies producing both these RNAs died. This indicates that the 

SAC is required to prolong mitosis and to correct deleterious 

Kt–Mt attachment.
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appear to be key players. Interestingly, spindle size and mitotic 

timing were normal in kinesin heavy chain (Khc)-depleted and 

mutant Nbs, which indicates a dependence of the short spindle 

phenotype on Ensconsin but not Kinesin-1 (Fig. 2 D).

Ensconsin is required for Mt growth in 

mitotic Drosophila Nbs

We analyzed the mitotic defects of the ensc mutants in detail by 

fully depolymerizing mitotic spindles from WT and ensc Nbs by 

cold treatment and monitoring Mt regrowth at 25°C (Fig. 3 A).  

In control tests, we observed large centrosomal asters 30 s after  

the return to 25°C conditions (Fig. 3 B, left, red arrows; n = 19). 

We also detected asters around the main chromosome mass and  

discrete Kt ibers (Fig. 3 B, white arrows). At 90 s, the WT spin-

dles had a normal, bipolar shape (n = 25). The ensc mutant Nbs 

displayed weak aster formation around the chromosomes and no  

obvious Kt ibers after 30 s (n > 30; Fig. 3 B, right). After 90 s,  

only short spindles with weak, disorganized Mt arrays were pres-

ent (n = 24). Overall, our results suggest that Ensconsin con-

tributes to the polymerization of spindle Mts. For conirmation 

of this role, we quantiied Mt growth directly by tracking EB1-

GFP comets at Mt plus ends in WT and ensc Nbs (Fig. 3 C and 

Video 8). Measurements of Mt dynamic parameters revealed 

that the mean rate of Mt polymerization was signiicantly lower 

Figure 1. ensc mutant Nbs display centro-
some separation defects and shorter meta-
phase spindles. (A) Overview of the optic 
lobes in WT and ensc mutant flies. ensc mu-
tant larvae have small lobes and elevated 
numbers of mitotic cells. (B) Mitotic cells 
from WT or ensc mutant brains. A centro-
some separation defect is detected in 15% 
of the ensc mutant prophase cells (top). ensc 
mutant metaphase spindles are shorter (bot-
tom) than those in WT Nbs. aPKC is shown 
in red, tubulin in green, and phospho-histone 
H3 Ser10 in blue (gray in the bottom of A). 
Bars: (A) 100 µm; (B) 10 µm. (C) Dividing 
WT (top and Video 1) and ensc mutant (mid-
dle and bottom, and Videos 2 and 3) Nbs 
expressing -tubulin–GFP. Note the mitotic 
delay in the ensc mutant, the shorter spin-
dles, and the centrosome-positioning defect 
(bottom). Time is given in minutes:seconds. 
00:00 corresponds to NEBD. The circles in-
dicate the contours of the cells. Bar, 10 µm. 
(D) Analyses of the duration of mitosis (top) 
and spindle length (bottom) in WT (green) 
and ensc mutant (red) Nbs. Mitosis lasted 
6.1 ± 0.9 min in the WT (n = 23) and 8.0 ±  
1.2 min in the mutant (n = 37; **, P = 1.10 ×  
10 7). Spindle length was 10.7 ± 0.7 µm 
in the WT (n = 15) and 8.2 ± 1.2 µm in 
ensc mutants (n = 23; **, P = 1.10 × 10 7). 
(E) Analysis of centrosome separation in WT 
(green) and ensc mutant (red) Nbs at NEBD. 
14% of ensc mutants display incomplete  
centrosome separation and severe misposi-
tioning (Video 3). In the other cases (Video 2),  
the angle between the centrosomes relative 
to the center of the nucleus is measured (F). 
In WT, 93.8% of prophase cells have their 
basal centrosome oriented between 120° 
and 180°. In ensc mutants, only 56% of the 
cells position their centrosome in this region 
and 44% of the cells show an angle between 
60° and 120°.
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Figure 2. Centrosome separation is defective in kinesin-1 and ensc mutant Nbs. (A) WT (top and Video 4) and ensc mutant (middle, bottom, and Video 5)  
Nbs expressing YFP-Asl (to label the centrosomes) and GFP-tubulin (to follow the daughter centrosome and Mts) were analyzed by time-lapse video micros-
copy. The green and blue lines follow the trajectories of the daughter and mother centrosomes, respectively. The two centrosomes did not separate fully 
in ensc mutants. For this reason, in several cases (8/25, 32%), when the mother centrosome acquired its Mt nucleation potential, it was attached to the 
apical cortex in place of the daughter centrosome, and was therefore inherited by the Nb rather than the GMC. (B) Prophase and metaphase in control 
or khc RNAi-treated Nbs (left) and Western blot analyses of Khc (top) and actin (bottom) after khc or control RNAi (right). (C) Prophase and metaphase in 
WT and khc27/khc63 mutant Nbs. In B and C, tubulin is shown in red, aPKC in blue, and phospho-histone H3 Ser10 in green. (D) Duration of mitosis and 
centrosome positioning in WT and khc27/khc63 mutant Nbs expressing Sas4-GFP (yellow) and Cherry-tubulin (gray). Mitosis lasted 7.2 ± 1.2 min in WT 
(n = 27) and 7.5 ± 1.5 min in khc27/khc63 (n = 48) cells. P = 0.652. Spindle length was 10.9 ± 0.8 µm in WT cells and 11.3 ± 1.8 µm in khc27/khc63 
mutant cells. The daughter centrosome was inherited by the GMC in 24 of the 48 khc27/khc63 mutant cells (50%). Time is given in hours:minutes:seconds. 
In A and D, the green and the red arrows indicate the daughter and mother centrosomes, respectively. The circles indicate the contours of the cells. Bars, 
10 µm. (E) Analysis of centrosome separation angle in WT (green) and khc27/khc63 (red) Nbs at NEBD.
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(reduced by 12%) in the ensc mutant than in WT Nbs (Fig. 3 D), 

a difference suficient to account for the short spindles observed 

in ensc mutants.

Spindle shortening and the duration of 

mitosis in the Nbs of ensc mutants are 

greater in the absence of centrosomes

Given the large number of short Mts nucleated by the centro-

somes in the regrowth assay, we investigated whether the spin-

dle formation defects observed in ensc mutants were greater in 

the absence of centrosomes. We therefore generated ensc and 

sas-4s2214 double mutant lies, the sas-4 gene being required for 

centrosome duplication (Basto et al., 2006), and monitored cell 

division (Fig. 4). In sas-4s2214 single mutants (Video 9, left), 

the spindle formed without centrosomes and mitosis lasted 9.0 ±  

1.2 min (Fig. 4, A and C). In ensc,sas-4s2214 double mutants 

(Video 9, right), mitosis lasted signiicantly longer (10.1 ± 

1.2 min) and the distribution of Mts was more strongly affected 

than in the single mutant (Fig. 4, A and C). The spindles were 

much shorter in the double mutant (6.7 ± 0.6 µm) than in the 

Figure 3. Ensconsin mutant Nbs display defective spindle reassembly and a lower Mt velocity in live cells. (A) Mt regrowth assay. Mts were depolymerized 
on ice (see Materials and methods), and spindle reformation was analyzed by immunostaining after the cells had been returned to 25°C conditions. (B) In 
the WT (left), Mts were depolymerized after 30 min at 0°C. Numerous Mts were nucleated by the centrosomes after 30 s at 25°C (red arrows). Small asters 
are visible around the chromatin (white arrow), together with Kt fibers (double-ended arrow). At 90 s, the spindles have a normal shape. In ensc mutant 
cells (right), only centrosomal Mts can be visualized after 30 s, and the spindles remain short and disorganized after 90 s. Centrosomes are shown in red 
(centrosomin, cnn), Mts (  tub) in green (gray in the lower panels), and phospho-H3 in blue. Bar, 10 µm. (C) Control (top) and ensc (bottom) Nbs expressing 
EB1-GFP were imaged by time-lapse microscopy (Video 8). A single frame (in which EB1-GFP comets are visible) is presented (left), with time projections for 
the 20- and 120-min time points (middle and right, respectively). Blue lines represent EB1-GFP tracks after filtering (see Materials and methods). Bar, 4 µm.  
(D) Quantification of Mt velocity in WT (n = 17) and ensc mutant (n = 16) mitotic Nbs: 0.26 and 0.23 µm/s, respectively (*, P = 1.2 × 10 4).
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Figure 4. Ensconsin-dependent spindle assembly defects are enhanced by centrosome ablation. (A) Cell division of WT, ensc, sas-4s2214, and ensc, 
sas-4s2214 double mutant Nbs expressing -tubulin–GFP. Time is given in minutes:seconds. The circles indicate the contours of the cells. Bar, 10 µm. (B) Analysis 
of mitotic spindle length in WT (green), ensc (red), sas-4s2214 (blue), and ensc,sas-4s2214 (purple) mutant Nbs. Spindle length was 10.7 ± 0.7 µm in the WT 
(n = 15), 8.2 ± 1.2 µm in the ensc mutant (n = 23), 8.5 ± 1.4 µm in the sas-4s2214 mutant (n = 45), and 6.7 ± 0.7 µm in the ensc,sas-4s2214 double mutant  
(n = 31). *, P = 2 × 10 6; **, P < 5.2 × 10 8. (C) Analysis of the duration of mitosis in WT (green), ensc (red), sas-4s2214 (blue), and ensc,sas-4s2214 (purple) 
mutant Nbs. The time between NEBD and anaphase onset was 6.1 ± 0.9 min for the controls (n = 23), 8.0 ± 1.2 min for the ensc mutant (n = 37), 9.0 ±  
1.2 min for the sas-4s2214 mutant (n = 48), and 10.0 ± 1.2 min for the ensc,sas-4s2214 double mutant (n = 38). *, P = 1.8 × 10 3; ***, P < 1 × 10 10.  
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and the mitotic spindle during Nb cell division and in early em-

bryos (Fig. S3, C and D; and Video 10).

Consistent with the Ensconsin-dependent stimulation of 

Mt growth during M phase, S2 cells with higher Ensconsin lev-

els formed longer spindles (10.9 ± 2.1 µm, n = 26) than control 

cells (7.8 ± 1.0 µm, n = 56; Fig. 5, A and B). In a complemen-

tary experiment, we assessed the impact of Ensconsin activity 

on Mt polymerization in vitro, using puriied porcine brain tu-

bulin and recombinant Ensconsin (Fig. 5 C) in a turbidity assay, 

to determine whether this protein could modify the Mt polym-

erization rate in vitro (Weis et al., 2010; Gaskin, 2011). Enscon-

sin stimulated Mt polymerization in a dose-dependent manner  

(Fig. 5 D). This function is entirely consistent with a lower Mt 

velocity in the deletion mutant and with a longer spindle length 

in conditions of Ensconsin overexpression.

In conclusion, our study reveals a dual role for Ensconsin. 

First, during interphase, this protein promotes centrosome sepa-

ration and positioning through cooperation with its binding 

partner, Kinesin-1. Second, it stimulates Mt growth during mi-

tosis, independent of Kinesin-1.

sas-4s2214 (8.5 ± 1.4 µm) and ensc single mutants (8.0 ± 0.6 µm;  

Fig. 4 B). In parallel, we repeated the Mt regrowth assay  

(Fig. 4 D). 1 min after the return to 25°C, long Mts were seen 

in the WT and the sas-4s2214 single mutant, but not in the ensc 

single mutant and the ensc,sas-4s2214 double mutant. Bipolar 

spindle assembly occurred within 3 min in lies lacking either 

sas-4s2214 or ensconsin, but was severely compromised in the 

double mutant. These results suggest that the centrosome favors 

spindle assembly when Mt polymerization rates are low in mi-

totic ensc mutant cells.

Ensconsin is a mitotic spindle-associated 

protein that stimulates Mt growth in S2 

cells and in vitro

We analyzed the distribution of Ensconsin by staining dividing 

Drosophila embryos with puriied antibodies. Ensconsin colo-

calized with the mitotic apparatus during early development 

(Fig. S3 B). Furthermore, studies of a functional Drosophila 

line ubiquitously expressing the GFP-tagged Ensconsin con-

irmed the colocalization of Ensconsin-GFP with the Mt network 

(D) Mt regrowth assay in WT, ensc, sas-4s2214, and ensc,sas-4s2214 mutant Nbs. 1 and 3 min after the return to 25°C, numerous long Mts were detected in 
sas-4s2214 Nbs. In the ensc,sas-4s2214 double mutant, short Mts were found closely apposed to the mitotic chromatin mass. At 5 min, the spindles resembled 
Mt bundles rather than the bipolar structure seen in sas-4s2214 mutants. aPKC is shown in blue, Mts ( -tub) are shown in red (and gray), and phospho-H3 
is shown is green. Bar, 10 µm.

 

Figure 5. Ensconsin promotes Mt growth in 
cells and in vitro. (A) Ensconsin (Ensc) over-
production in mitotic S2 cells led to the for-
mation of longer spindles. Ensconsin-GFP is 
green (gray in the panels on the right) and 
Mts are shown in red (gray in the middle pan-
els). Exogenous Ensconsin-GFP is localized on 
the mitotic spindle during mitosis. Bar, 10 µm. 
(B) Analysis of mitotic spindle length in WT  
(n = 56) and Ensconsin-GFP–overexpressing  
mitotic S2 cells (n = 26). ***, P = 5.1 × 10 11.  
(C) Recombinant Ensconsin purified, sepa-
rated by SDS-PAGE, and stained with Coo-
massie blue. (D) Effect of Ensconsin on Mt 
polymerization in vitro. Purified porcine brain 
tubulin was mixed with polymerization buffer 
supplemented with either PBS or PBS contain-
ing Ensconsin on ice. Mt polymerization was 
induced by heating at 35°C. Absorbance at 
350 nm was monitored to evaluate the forma-
tion of Mt polymers. After 28 min, the sam-
ples were shifted to 0°C to estimate protein 
aggregation. Ensconsin increased the rate of 
Mt polymerization and the total number of 
polymers in a dose-dependent manner (red 
curves), as shown by comparison with buffer 
alone (black curve).
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Human Ensconsin/MAP7/EMAP115 was irst discovered 

two decades ago, and was described as a MAP that “ensconces” 

on Mts (Bulinski and Bossler, 1994). The data presented here 

reveal previously unidentiied roles for this known MAP in the 

regulation of mitotic and interphase Mt–based processes. Fur-

ther studies are required to determine how a single MAP can 

contribute to such different activities during the cell cycle.

Materials and methods

Mt co-sedimentation assay
Canton-S fly populations were amplified, maintained, and fed in popula-
tion cages with fresh yeast on agar plates twice daily for 5 d. We collected 
0–2-h-synchronized embryos, a time period corresponding to syncytial di-
vision. In parallel, flies were allowed to lay eggs for 15 h and the collected 
embryos were left for an additional 2 h to allow the last embryos laid to 
reach the blastula stage. This protocol discriminates between the dividing/
mitotic and differentiating/interphase stages. We disrupted 1 g of mitotic 
and interphase embryos by passage through a French press in a total vol-
ume of 2 ml of lysis buffer (LB: 20 mM Hepes, pH 7.4,150 mM KCl, 1 mM 
MgCl2, 1 mM EDTA, and 0.5% NP-40) supplemented with protease inhibi-
tor and phosphatase inhibitor cocktails, prepared according to the manu-
facturer’s instructions (Roche). The crude extracts were filtered and 
centrifuged for 15 min at 15,000 g. The resulting supernatant ( 1.2 ml) 
was centrifuged at 100,000 g for 25 min at 4°C to remove insoluble mate-
rials. These mitotic and interphase supernatants, obtained by high-speed 
centrifugation, were supplemented with 1 mM GTP and 20 µM taxol, and 
incubated for 20 min at 25°C. The polymerized Mts and MAPs were then 
recovered by centrifugation for 20 min at 100,000 g and 25°C on a glyc-
erol cushion (BRB80: 80 mM Pipes, 1 mM EGTA supplemented with 40% 
glycerol, 1 mM GTP, and 20 µM taxol). The Mt pellets were washed gently 
twice with BRB80 and suspended in Laemmli sample buffer supplemented 
with 5% -mercaptoethanol.

Liquid chromatography/tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
MAPs were resolved by SDS-PAGE in 4–12% XT Bis-Tris polyacrylamide 
gradient gels (Bio-Rad Laboratories). The gel was stained with SYPRO Ruby 
gel stain according to the manufacturer’s instructions (Bio-Rad Laborato-
ries). A Geliance charge-coupled device (CCD)–based imaging system 
(PerkinElmer) was used for image acquisition.

The lanes on the SDS-PAGE gel corresponding to mitotic and inter-
phase/differentiating embryo extracts were cut into 20 gel slices per lane 
with a disposable lane picker (Gel Company). Gel slices were deposited 
in 96-well plates. A liquid handling station (MassPrep; Waters) was used, 
with sequencing-grade modified trypsin (Promega) according to the manu-
facturer’s instructions, for in-gel protein digestion. Peptide extracts were 
then dried by evaporation in a SpeedVac (Thermo Fisher Scientific).

LC-MS/MS experiments were performed with an LTQ linear ion trap 
mass spectrometer connected to a Thermo Surveyor MS pump and equipped 
with a nanoelectrospray ion source (all from Thermo Fisher Scientific). The 
peptides were separated in a 10-cm-long PicoFrit BioBasic C18 column with 
an internal diameter of 0.075 mm (New Objective), with a linear gradient 
extending from 2 to 50% solvent B (acetonitrile, 0.1% formic acid) over a 
period of 30 min, at a flow rate of 200 nl/min. Mass spectra were acquired 
in the data-dependent acquisition mode (Xcalibur software, version 2.0).  
Each full-scan mass spectrum (m/z 400–2000) was followed by the collision-
induced dissociation of the seven ions giving the most intense signals. The 
dynamic exclusion function was enabled (30 s of exclusion), and the rela-
tive collisional fragmentation energy was set at 35%.

All MS/MS spectra were analyzed with Mascot (version 2.4.0;  
Matrix Science), set up to search against a Drosophila UniRef100 protein 
database (33,950 entries as of November 2012), assuming digestion with 
trypsin. The fragment and parent ion mass tolerances were 0.5 D and 2.0 D,  
respectively. The carbamidomethylation of cysteine was specified as a 
fixed modification, and the oxidation of methionine and phosphorylation 
on serine, threonine, and tyrosine were specified as variable modifica-
tions. Two missed cleavages were allowed.

Scaffold (version 3.6.2; Proteome Software, Inc.) was used to sum 
spectral counts, to validate MS/MS-based peptide and protein identifica-
tions, and to group peptides into proteins. Peptide identifications were 
accepted if they could be established with a probability >95%, as speci-
fied by the Peptide Prophet algorithm (Nesvizhskii et al., 2003), and 

contained at least two identified peptides. Protein probabilities were as-
signed by the Protein Prophet algorithm (Keller et al., 2002). Proteins 
that contained similar peptides and could not be differentiated on the 
basis of MS/MS analysis alone were grouped to satisfy the principles of 
parsimony. Semiquantitative spectral count analysis results obtained with 
Scaffold provide an estimate of relative protein abundance between con-
ditions. Enrichment ratios were calculated from spectral count information 
for interphase extracts.

Functional enrichment analysis and network analysis
We used Cytoscape 2.8.3 and BiNGO version 2.44 to identify biological 
processes overrepresented among the proteins classified into mitotic, gen-
eral, or interphasic MAPs (Shannon et al., 2003; Maere et al., 2005). We 
used BiNGO with the GO Slim Generic Gene Ontology Annotation. The 
significance threshold was set at P = 0.05 (hypergeometric test, Benjamini 
and Hochberg family-wise error rate correction).

Plasmid constructs
All constructs were based on isoform B of Ensconsin, which has been shown 
to rescue ensc mutants (Sung et al., 2008). All cloning procedures were per-
formed with the Gateway system (Life Technologies) and the clones were 
checked by sequencing. Full-length Ensconsin, the N-terminal Mt-binding do-
main/Ensconsin homology region 1 domain (MBD/EHR1), and the conserved 
C-terminal EHR2 domain were amplified by PCR and inserted into the pENTR/
TOPO vector (Life Technologies) to create the entry clones from PCR products: 
full-length Ensconsin (Ensc-FL), without a STOP codon, with the primers  
5 -CACCAATATGGCGAGTCTTGGGGGCCAACAC-3  and 5 -CAGCAGC-
GATATATCTTTATTTTCGTGAC-3 ; an N-terminal fragment containing the EHR1 
domain (Ensc-EHR1), with the primers 5 -CACCAATATGGCGAGTCTT-
GGGGGCCAACAC-3  and 5 -CGGAGGTTCCCGCTTCGAAGGCGTC-
TTC-3 ; and a C-terminal fragment containing the EHR2 fragment (Ensc-EHR2), 
with the primers 5 -CACCATGCAGGCTGCGCCCAAGAAACCATCGC-3  
and 5 -CAGCAGCGATATATCTTTATTTTCGTGAC-3 .

Ensc-FL, Ensc-EHR1, and Ensc-EHR2 were also inserted into pET102/
TOPO (Life Technologies) to generate hexahistidine (6X-HIS)-tagged con-
structs. Ensc-EHR1 and Ensc-EHR2 were also recombined in pMT-DEST48. 
Ensc-FL-GFP was amplified by PCR with the primers 5 -GCAATGGCGA-
GTCTTGGGG-3  and 5 -AATCTTGTACAGCTCGTCCATGC-3  and in-
serted directly into pMT/V5-His-TOPO.

Isoform E of EB1 was amplified by PCR with the oligonucleotides  
5 -CACCAACATGGCTGTAAACGTCTACTCC-3  and 5 -ATACTCCTCGTC-
CTCTGGTGG-3  and inserted into pENTR/TOPO.

The open reading frames encoding EB1 and Ensconsin were intro-
duced into pUWG with Gateway technology (Invitrogen) to produce the 
constructs pUWG-EB1 and pUWG-Ensc used for fly transformation, allow-
ing the ubiquitous expression of GFP-tagged proteins.

Fly strains
Flies were maintained under standard conditions at 25°C. Transgenic flies 
with the following genotypes were used for RNAi: TubGAL80ts;69B-GAL4 
and 69B-GAL4. Transgenic flies carrying UAS and hairpin sequences were 
obtained from the Vienna Drosophila RNAi Center (Dietzl et al., 2007). 
Flies expressing the full-length EB1-GFP and full-length Ensconsin-GFP con-
structs were used for time-lapse imaging. They were obtained from Best-
Gene Inc. after P-element–mediated transformation with the pUWG-EB1 
and pUWG-Ensc vectors. The Ensconsin-GFP transgene conferred early 
rescue of the viability of ensc mutants. Asterless-YFP (Asl)-expressing flies 
(Rebollo et al., 2007) were provided by C. Gonzalez (Institute for Research 
in Biomedicine, Barcelona, Spain). Khc mutant flies carrying amino-acid 
substitutions have been described elsewhere (Djagaeva et al., 2012) and 
were provided by A. Guichet (Institut Jacques Monod, Paris, France),  
B. Saxton (University of California, Santa Cruz, Santa Cruz, CA), and  
A. Ephrussi (European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, Germany). 
A combination of Khc27 (null allele) and Khc63 (hypomorphic allele) was 
used in this study. The strains expressing mCherry– -tubulin and GFP-Sas-4 
were provided by R. Basto (Institut Curie, Paris, France) and M. Bettencourt-
Dias (Instituto Gulbenkian de Ciencia, Oeiras, Portugal), respectively.  
The ensconsin mutant fly stocks ensc C (C-terminal deletion), ensc N  
(N-terminal deletion), and ensc null (full gene deletion, referred to as 
ensc) were described in the Results and discussion section, obtained by  
P-element excision, and were provided by P. Rorth (Institute of Molecular 
and Cell Biology, Singapore; Sung et al., 2008). -tubulin–GFP flies (Inoue  
et al., 2004) were provided by M. Savoian and D. Glover (University of 
Cambridge, Cambridge, England, UK). Jupiter-GFP and the sas-4s2214 mu-
tant (Basto et al., 2006) were obtained from the Bloomington Drosophila 
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rabbit anti-Mad2 polyclonal antibody (1:500) was provided by D. Sharp  
(Albert Einstein College of Medicine, Bronx, NY). The rabbit polyclonal anti- 
Ensconsin antibody was affinity purified from antigens (EH1 and EH2) 
immobilized on nitrocellulose membrane and used at a concentration of  
1 µg/ml according to a protocol described previously (Montembault et al., 
2007). Goat secondary peroxidase-conjugated antibodies (1:5,000) were 
obtained from Jackson ImmunoResearch Laboratories, and donkey Alexa 
Fluor–conjugated secondary antibodies (1:1,000) were obtained from 
Life Technologies. For Western blotting, ECL reagent was purchased from 
Thermo Fisher Scientific.

Live microscopy
Brains expressing the various labeled proteins were dissected in Schneider’s 
Drosophila medium containing 10% FCS. Isolated brains were loaded 
and mounted on stainless steel slides with fat bodies dissected from WT 
larvae (Siller et al., 2005). The preparations were sealed with mineral 
oil (Sigma-Aldrich). Images were acquired with a spinning-disk system 
mounted on an inverted microscope (Eclipse Ti; Nikon) equipped with a 
60× 1.4 NA objective lens at 25°C. Z series were acquired every 30 or 
60 s with a CCD camera (CoolSNAP HQ2; Photometrics) and a digital 
camera (sCMOS ORCA Flash 4.0; Hamamatsu Photonics) controlled by 
MetaMorph acquisition software version X. Images were processed with 
ImageJ software and are presented as maximum-intensity projections. The 
mother and daughter centrosomes can be unambiguously distinguished on 
the basis of their different Mt nucleation potentials after separation, after 
cytokinesis, or immediately before mitosis (Rebollo et al., 2007).

For Mt end tracking in Nbs, WT and ensc mutant brains expres-
sing EB1-GFP were gently squashed in 13.4 µl of fresh Schneider’s media 
(Invitrogen), between a slide and a 22 × 22-mm coverslip, and the excess 
medium was absorbed with filter paper. The preparation was sealed with 
mineral halocarbon oil 700 (Sigma-Aldrich) to immobilize it and to prevent 
cell movement during imaging. Mitotic Nbs were imaged every 0.5 s for  
1 min at 25°C, with a 100× 1.4 NA objective lens.

At least 16 mitotic prometaphase Nbs were imaged for comet tracking.
The Mt ends were tracked with the single-particle tracking routine 

available in Icy image analysis software (Olivo-Marin, 2002; Chenouard 
et al., 2013). The routine parameters were adjusted for the detection and 
tracking of most of the Mt ends. Nevertheless, because of the high density 
of Mts, we observed frequent erroneous merging of tracks corresponding 
to different Mt ends. These errors were filtered out with a customized Mat-
lab (MathWorks) routine. The crude tracks were first broken at track steps 
characterized by an instantaneous speed of >0.78 µm/s, probably corre-
sponding to erroneous jumps between different Mt tracks. They were also 
broken at positions at which a change in track direction of >60° was ob-
served. We retained only the remaining filtered tracks corresponding to at 
least three time points and we estimated the growing speed for each track 
by averaging the instantaneous speeds along the track.

Cell culture and transfection
S2 cells were transiently transfected as described previously, and protein 
production was induced by incubation with 0.3 mM CuSO4 for 24 h (Romé 
et al., 2010).

Mt self-assembly and turbidity assays
A 40-µM solution of tubulin purified from porcine brain was prepared in  
1 mM GTP in BRB80, and centrifuged for 10 min at 30,000 g, at 4°C, 
before assembly (Weis et al., 2010). Tubulin polymerization was induced 
by incubating the samples at 35°C and was monitored turbidimetrically, at  
350 nm, with a UVIKON XS spectrophotometer (BioTek Instruments). We 
evaluated Ensconsin activity by adding various concentrations of the recom-
binant protein to tubulin (1.5 and 3 µM). For each experiment, the tempera-
ture was shifted to 4°C after 28 min of recording to estimate the degree of 
protein aggregation after assembly (Weis et al., 2010). Spectrophotometric 
curves were corrected so as to reflect only Mt polymerization.

Statistical analysis
Differences between datasets were assessed in a nonparametric test  
(Mann-Whitney-Wilcoxon), with values of P < 0.001 considered significant.

Online supplemental material
Fig. S1 shows the screening strategy used in this study. Fig. S2 demon-
strates that the SAC is required for viability and to prevent chromosome 
segregation defects after Ensc RNAi. Fig. S3 shows the specificity of the 
Ensconsin antibody and Ensconsin localization. Table S1 summarizes the 
phenotypes obtained after RNAi for 18 putative mitotic regulators. Table S2  

Stock Center. With the exception of Jupiter-GFP, which is a trap line with 
expression under the control of its own promoter (Morin et al., 2001), all 
GFP and CherryFP fusion proteins were ubiquitously produced under the 
control of the polyubiquitin promoter.

RNAi in the brain
TUB-GAL80ts; 69B-GAL4 females were crossed with transgenic males car-
rying UAS-RNAi constructs for the candidate genes. After 6 d at 20°C, the 
adults were removed and the vials were shifted to 29°C to induce RNAi for 
3 d. Brains from five wandering third-instar larvae were then dissected and 
fixed for immunostaining. In parallel, at least five brains were squashed 
and stained with 1 µg/ml DAPI for the visualization of chromosome abnor-
malities (Donaldson et al., 2001).

Production of recombinant proteins and antibody
The vectors pET102-Ensc-FL, pET102-Ensc-EHR1, and pET102-Ensc-EHR2 
were transformed in Escherichia coli BL21 (DE3). The production of the 
Ensc-FL, Ensc-EHR1, and Ensc-EHR2 fragments was induced by incubation 
with 1 mM IPTG for 4 h at 25°C. 6×-HIS–tagged proteins were purified on 
Ni-NTA resin (QIAGEN) and dialyzed overnight against PBS at 4°C. The 
purified Ensconsin EHR1 and EHR2 domains present in all Ensconsin iso-
forms were generally used for the immunization of rabbits for polyclonal 
antibody production (Eurogentec). For in vitro Mt polymerization assays, 
Ensc-FL was concentrated on Amicon concentrators (molecular weight cut-
off 50 kD) to a final concentration of 30 µM in PBS (EMD Millipore).

Immunofluorescence analysis
S2 cells were plated on concanavalin A–coated coverslips and incubated 
for 1 h, then fixed by incubation in methanol for 10 min at 20°C. The 
fixed cells were processed for IF analyses as described previously (Romé  
et al., 2010). Slides were mounted in ProLong Gold antifading mounting 
medium (Life Technologies) and observed under an upright DMRXA fluor-
escence microscope (Leica) equipped with a 63× 1.3 NA objective lens. 
Images were acquired with a CCD camera (CoolSNAP HQ; Photometrics) 
and processed with MetaMorph software (Universal Imaging).

For the analysis of spindle morphology in brain Nbs, we found that 
the following protocol fully preserved the Mt cytoskeleton during mitosis 
more effectively than the use of the standard PBS-derived fixative. For 
whole-mount CNS immunostaining, third-instar larval brains were dissected 
in testis buffer (TB: 183 mM KCl, 47 mM NaCl, 10 mM Tris, and 1 mM 
EDTA, pH 6.8; Bonaccorsi et al., 2011) and fixed by incubation in TBF (TB 
supplemented with 10% formaldehyde and 0.01% Triton X-100) for  
20 min at 25°C.

Fixed brains were rapidly washed once in PBS and twice in 0.1% 
Triton X-100 in PBS (PBST) for 10 min each time. The fixed tissue was incu-
bated overnight at 4°C with primary antibodies in PBST supplemented with 
1% BSA (PBSTB). The samples were washed twice, for 15 min each time, 
in PBST, and were then incubated for 1 h at room temperature with second-
ary antibodies in PBSTB. They were washed twice, for 15 min each time, 
in PBST, then mounted on slides in ProLong Gold and observed with a SP5 
confocal microscope (Leica) equipped with a 63× objective lens (NA 
1.40). Images were acquired and processed with ImageJ software.

For the Mt regrowth assay in Nbs, we followed a method previously 
used to study misato, with several modifications (Mottier-Pavie et al., 
2011). Brains were dissected in Schneider’s medium supplemented with 
10% FCS and incubated on ice for 30 min to allow complete Mt depoly-
merization in a total volume of 50 µl of Schneider’s medium. Depending on 
the genotype analyzed, Mt regrowth was induced at various time points by 
incubating the samples in a water bath at 25°C. Fixation is triggered by 
adding 500 µl of TBF and incubating for 20 min at 25°C. Brains were then 
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Résumé 

 

Une surprolifération cellulaire associée à de l’aneuploïdie est un marqueur 
couramment retrouvé dans les cancers et une faible instabilité génétique peut-être un élément 
aggravant (sinon déclencheur) de la tumorigénèse (Duijf and Benezra, 2013). Récemment, il a 
été montré sur un modèle de cellules cancéreuses en culture qu’une forte aneuploïdie 
compromet la prolifération cellulaire en entraînant la mort de ces dernières. Au cours de ma 
thèse, nous avons souhaité tester si cette hypothèse se vérifiait in vivo en utilisant comme 
modèle, les tumeurs du système nerveux central de la larve de D. melanogaster. Nous avons 
fait le choix d’utiliser des mutants pour des gènes impliqués dans la formation du fuseau 
mitotique et la ségrégation des chromosomes (Sas-4 ou AurA) afin d’induire ces tumeurs. 
Pour générer l’aneuploïdie, nous avons choisi d’associer les mutations sas-4 ou aurA avec des 
mutations pour des gènes essentiels du SAC, Mad2 ou BubR1ken. Nous avons ensuite analysé 
par immunofluorescence et microscopie l’effet de la perte du SAC sur la prolifération des Nb.  

 
Pour sas-4, la perte du SAC cause l’apparition d’une forte aneuploïdie et une baisse du 

nombre de Nb associée à une forte réduction de taille des cerveaux. Cela compromet 
totalement la capacité des cerveaux mutants à induire des tumeurs lorsqu’on les injecte dans 
l’abdomen de mouches adultes saines. Dans le cas d’aurA, ni hausse de l’aneuploïdie dans le 
tissu ni baisse de la prolifération des Nbs n’ont été observés. Par ailleurs, la même forte 
proportion de mouches injectées avec des cerveaux aurA ou aurA mad2 développant une 
tumeur a été constaté. Afin de mieux comprendre pourquoi le mutant aurA ne réagit pas 
comme le mutant sas-4 à la déplétion du SAC, nous avons entrepris une analyse détaillée des 
mutants aurA et aurA mad2. Nous avons d’abord observé que, malgré la perte du SAC, 1) il 
existe toujours un délai en mitose dans aurA mad2 et 2) il existe un délai entre la satisfaction 
du SAC et l’entrée en anaphase dans aurA. Comme l’entrée en anaphase est dépendante de la 
dégradation de la CycB et de la Sécurine via l’APC/C, nous avons analysé le comportement 
de la CycB (couplé à une étiquette GFP) par vidéo-microscopie en temps réel et observé un 
défaut de la régulation de la dégradation de cette dernière dans le mutant aurA ainsi que dans 
le double mutant aurA mad2. Ces observations nous ont permis de proposer un nouveau rôle 
pour la kinase AurA dans la régulation de la dégradation de la CycB en fin de mitose. 

   
 


