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RESUME

La migration collective des cellules épithéliales est un
processus conservé chez les animaux multicellulaires. Il est
essentiel a la morphogénése des tissus et lors de la formation de
métastases dans les cas de carcinomes. Pourtant, plusieurs des
mécanismes la controlant au niveau moléculaire restent a élucider.
Dans les cellules mammiféres, la migration cellulaire collective est
controlée par le cytosquelette d’actomyosine et régulée par les Rho
GTPases RhoA/RHO-1 et Cdc42/CDC-42. Ce processus est trés bien
représenté chez Caenorhabditis elegans par un stade nommé
fermeture ventrale. Lors de la fermeture ventrale, les cellules
ventrales de I'hypoderme migrent vers la face ventrale de
I'embryon et se joignent en son centre. Cette migration est dirigée
par la migration des cellules "meneuses" qui forment des
protrusions riches en actine, contrblées par WSP-1/WASp/N-WASP,
un effecteur spécifique de CDC-42/Cdc42. Nous avons identifié
RGA-7 comme une nouvelle protéine régulatrice de CDC-42 dans
les cellules de I'hypoderme au cours de la fermeture ventrale. RGA-
7 agit de fagon antagoniste avec WSP-1, TOCA1/2/FBP17/Tocal, un
régulateur connu de I'endocytose, et en paralléle de LET-502/ROCK,
un effecteur connu de RHO-1. Nous montrons que la fonction de
RGA-7 induit la formation des protrusions au niveau des cellules
meneuses. Nos résultats démontrent également que RGA-7 est
recruté aux jonctions cellules-cellules au cours de leur maturation,
et qu'il régule la distribution de la forme active de CDC-42/Cdc42 a
ces jonctions au cours de la fermeture ventrale.

MOTS CLES: migration collective, fermeture ventrale, CDC-42, C.
elegans, WASP



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 Caenorhabditis elegans

1.1.1 Présentation du modéle

La classe des nématodes a été trés appréciée et étudiée par
les biologistes au cours des cinquante dernieres années d( a leur
simplicité de structure et leur développement rapide (Sulston et al.,
1983). Un de ces nématodes est devenu un organisme modéle en
génétique : le Caenorhabditis elegans (C. elegans). Les premiéres
études l'impliquant furent celles de Brenner en 1974. Brenner a
trouvé dans cet organisme, un modéle expérimental multicellulaire
qui se prétait facilement aux études génétiques et permettait
d’analyser la structure compléte d’un systéme nerveux dans un

organisme vivant (Brenner, 1974).

Le C. elegans est, de plus, le premier organisme multicellulaire dont
le génome entier fut séquencé en 1998 (C. e. S. Consortium,
1998). C’est un nématode microscopique atteignant un millimeétre
de long et composé d’un millier de cellules a l'age adulte. 1II
présente deux genres : les hermaphrodites et les males. Cette
particularité permet de maintenir des populations clonales par
autofécondation des hermaphrodites mais aussi de générer de



nouveau génotypes par croisement entre individus hermaphrodites

et males (Brenner, 1974).

Il importe aussi de noter |I'avantage de son cycle de vie rapide : de
3 jours et demi, soit le temps nécessaire pour qu’un embryon
devienne un adulte capable de pondre des ceufs. Ce développement
implique le passage par quatre stades larvaires apres |'éclosion des
embryons (Sulston and Horvitz, 1977).

La transparence de I'embryon permet |'observation de toutes les
cellules du corps, a tous les stades du développement par
microscopie a fond clair ou a fluorescence (Kimble and Hirsh,
1979).

Lors du développement embryonnaire, un programme spécifique de
division et de migration cellulaire se produit pour générer les
différents organes de I‘organisme (Sulston and Horvitz, 1977).
L'observation des divisions cellulaires de I|'embryon et leur
positionnement invariant d'un embryon a l‘autre, ont permis
d’établir un lignage précis des cellules des larves (Sulston and
Horvitz, 1977; Kimble and Hirsh, 1979) et des embryons (Deppe et
al., 1978; Sulston et al., 1983). Cette étude a permis de débuter la
caractérisation des programmes génétiques contrblant la
différentiation cellulaire et les mouvements cellulaires nécessaires

au développement (Sulston et al., 1983).

De nombreux processus développementaux sont conservés entre
les nématodes et les mammiféres. Environ 40% des génes humains



ont un homologue tres proche chez le ver. Les Rho GTPases
identifiées chez C. elegans, par exemple, ont de 60 & 90%
d’homologie de séquence protéique avec leurs plus proches

homologues mammiferes (Shaye and Greenwald, 2011).

Prises ensemble, toutes ces caractéristiques font de C. elegans un
modéle de choix pour étudier le développement embryonnaire et la

fonction des protéines dans leur contexte tissulaire tridimensionnel.

1.1.2 Développement embryonnaire

Le développement embryonnaire dure 14h a 20°C et est
divisé en trois phases distinctes. Durant la premiére phase, les
cellules se divisent et se déplacent les unes par rapport aux autres
pour former les organes. On appelle cette étape la morphogéneése
(Bucher and Seydoux, 1994) (Figure 1).

Les premiers moments, suivant la fécondation, sont importants car
il s'agit du moment ou l'axe antéro-postérieur est établi. Celui-ci
dépend de la position du pronucléus male (postérieur). L’axe dorso-
ventral est, par la suite, défini suivant I'axe de division de la cellule
fondatrice (AB) en ABa (antérieure) et ABp (postérieure). L'axe
gauche-droite est, pour sa part, défini par la disposition spatiale de
la cellule ABp (Gilbert, 2000).

Par la suite, une série de divisions cellulaires se produisent puis

I'embryon est pondu au moment de la gastrulation (Bucher and



Seydoux, 1994; Altun, 2005). A ce stade, toutes les cellules
fondatrices sont présentes et c’est alors que les précurseurs de
I'intestin, de la lignée germinale, du pharynx et des muscles se
rassemblent a I'intérieur de I'embryon, les cellules de I'hypoderme
recouvrant alors le coté dorsal et latéral tandis que les neuroblastes
sont a la surface du coté ventral. La fente gastrulaire se ferme
finalement par le mouvement de I'ectoderme (composé des
neuroblastes, neurones et cellules gliales) entre 270-330 minutes
(Bucher and Seydoux, 1994; Chin-Sang and Chisholm, 2000). C’est
alors que la morphogénése de |'épiderme débute. Cette étape
tardive du développement embryonnaire permet de transformer un

embryon ovoide a une larve vermiforme.



Figure 1. Développement embryonnaire chez Caenorhabditis

elegans. Les différentes étapes du développement embryonnaire chez le
nématode Caenorhabditis elegans. De la fécondation (temps 0) jusqu‘a I’éclosion

au premier stade larvaire 840 minutes plus tard.
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1.1.3 Morphogéneése

La morphogénese de I'épiderme du C. elegans se divise en

plusieurs étapes qui sont détaillées ci-dessous.

1.1.3.1 Intercalation dorsale

L'intercalation dorsale est la premiére étape de morphogénése de
I'embryon chez C. elegans (Figure 2A). Elle implique des
mécanismes de réarrangements cellulaires conservés entre les
vertébrés et les invertébrés. Elle s'apparente a des mécanismes
dirigeant l'intercalation durant le développement de la notochorde
chez le Xenope (Keller et al., 1989) (Figure 2B) et la formation de
filaments terminaux chez la Drosophile (Godt and Laski, 1995)
(Figure 2C).



Figure 2. Mécanismes de réarrangements cellulaires chez
Caenorhabditis elegans, Xenopus et Drosophila

melanogaster. Mécanismes de réarrangement cellulaire chez différents
organismes modeéles. (A) Intercalation dorsale chez Caenorhabditis elegans
schématisée (haut) et en microscopie confocale avec un marqueur de jonction
cellulaire : AJM-1::GFP (bas) (B) Schéma de la formation de la notochorde par
intercalatioh chez Xenopus (C) Intercalation des cellules basales de I‘ovaire
marquées par un anticorps (haut) chez Drosophila melanogaster et

schématisation (bas).

A

Adapté de (Chisholm and Hardin, 2005), (Elul and Keller, 2000) et (Godt and Laski, 1995)

Le peu de cellules de 'hypoderme du C. elegans impliqué dans

I'intercalation dorsale et linvariabilité de Varchitecture cellulaire



entre les embryons font de ce modele un excellent modéle pour
étudier les mécanismes de réarrangement épithélial au niveau

cellulaire et moléculaire (Williams-Masson et al., 1998).

La réorganisation des microfilaments d’actine ainsi que des
microtubules sont nécessaires a l'intercalation dorsale (Heid et al.,
2001). Les cellules dorsales de I'embryon vont créer des
protrusions membranaires basolatérales riches en actine. Ces
protrusions vont diriger la réorganisation des jonctions apicales
entres les cellules de I'"hypoderme dorsal et ainsi leur déplacement
relatif. L'ensemble du processus semble étre indépendant des
muscles sous-jacents et des autres cellules de [|'hypoderme
(Williams-Masson et al., 1998; Heid et al., 2001).

Peu de génes ont été, a ce jour, identifiés dans le contrble de
I'intercalation dorsale. Parmi eux, le facteur de transcription en
doigt de Zinc DIE-1 (Heid et al., 2001), les protéines T-Box
redondantes TBX-8 et TBX-9 (Andachi, 2004) et la phospholipase C
(PLC-1) (Vazquez-Manrique et al., 2008). Cependant, les
mécanismes moléculaires précis controlant cette étape de la

morphogénése restent encore peu compris.

1.1.3.2 Fermeture ventrale

Peu apres le début de l'intercalation dorsale, la fermeture
ventrale débute. Lors de ce processus, les cellules ventrales de
I'hnypoderme migrent vers la partie ventrale de I'embryon pour se



fermer en son centre (Chisholm and Hardin, 2005). Cette migration
caractérisée comme collective, puisqu’elle implique le maintien de
la polarité apico-basale des cellules de I’hypoderme, se déroule en
deux phases : la migration des cellules meneuses (/eading cells -
LC) (Williams-Masson et al., 1997) puis celle des cellules
postérieures (pocket cells - PC) (Figure 3).

Figure 3. Fermeture ventrale chez Caenorhabditis elegans.

Schéma de la fermeture ventrale chez un embryon de C. elegans en vue ventrale
(gauche) et latérale (droite).
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Les deux étapes de la fermeture ventrale sont régulées par des Rho
GTPases, dont la fonction moléculaire sera détaillée ultérieurement
(section 1.2.3). Le complexe cadhérine/caténine est également
essentiel a la migration des cellules meneuses. Le maintien et la
réorganisation de ces complexes jonctionnels sont essentiels au
maintien de la cohésion de |'épithélium au cours de la migration et
a la formation de nouvelles jonctions entre les cellules
contralatérales (Raich et al., 1999).

Les cellules meneuses migrent vers la partie ventrale de I'embryon
tractée par de grandes protrusions riches en actine (Thomas-Virnig
et al.,, 2004). Les cellules, quant a elles, migrent grace a un
processus dépendant de la formation de la myosine a I'avant des
cellules en cours de migration. Ce dernier est moins bien compris
que les précédents et est appelé : purse-string (Williams-Masson et
al., 1997).

Une fois la fermeture ventrale terminée, |'‘épiderme est fermé,
I'embryon se retourne et commence alors son élongation.
Anatomiquement, I'hypoderme est alors composé de deux rangées
de cellules ventrales, deux rangées de cellules latérales et une

rangée de cellules dorsales (Priess and Hirsh, 1986).
1.1.3.3 Elongation
L'élongation est la derniere phase de la morphogénése ou

I'embryon va réduire sa circonférence et s’allonger jusqu’a 4 fois

pour devenir une larve vermiforme (McKeown et al., 1998).
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L'épiderme est encore une fois essentiel a cette étape de la
morphogénése (Priess and Hirsh, 1986) qui est divisée en deux

phases : |'élongation précoce et tardive.

1.1.3.3.1 Elongation précoce

L'élongation précoce est conduite par la contraction du
systéme contractile actine-myosine dans les cellules de I’épiderme.
Les cellules ventrales et dorsales sont alors dans un état dit
« relaché » tandis que les contractions conduisant a |I'élongation se
produisent dans les cellules latérales (Priess and Hirsh, 1986;
Piekny et al., 2003).

Les contractions sont dépendantes de I'état de phosphorylation des
chaines légeres de myosine (MLC), MLC-4 qui phosphorylée
entraine la contraction des chaines lourdes de myosine (NMY-1 et
NMY-2). L'état de phosphorylation de MLC-4 dépend de [|'activation
des kinases LET-502/Rock, MRCK-1/Mrck et PAK-1/Pakl ainsi que
de la phosphatase MEL-11/PP-1M. Ces kinases et phosphatases
sont régulées par des Rho GTPases (Piekny et al., 2000; Gally et
al., 2009; Martin et al., 2014)

La GTPase RHO-1 active LET-502 qui phosphoryle alors MLC-4 et
inhibe MEL-11 (Piekny et al., 2000) entrainant une relocalisation de
MEL-11 a la membrane plasmique (Piekny et al., 2003); Figure 4
B). MEL-11, pour sa part, est possiblement activée en aval de la
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GTPase MIG-2 (Piekny et al., 2000) et inactivée par MRCK-1 (Gally
et al., 2009) qui serait un effecteur potentiel de CDC-42 (Figure 4).
L’élongation précoce requiert également PIX-1, un activateur (GEF)
de CDC-42 et de CED-10/Rac, qui fonctionne de concert avec PAK-
1, un effecteur des ces deux GTPases au cours de |’élongation
tardive (Zhang et al., 2011). Au cours de |'élongation précoce, PIX-
1 et PAK-1 réguleraient la morhogenése de I’hypoderme
principalement dans la partie antérieure de I'embryon (Martin et al.,
2014).
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Figure 4. Voies controlant I'élongation précoce chez

Caenorhabditis elegans. (A) Schéma d’'un embryon en élongation précoce
et des voies de signalisation, présentes dans I’épiderme dorsal (blanc), latéral
(orange) et ventral (jaune), contrélant la contraction de la myosine. (B) Schéma
de la régulation de I’élongation des cellules latérales. L'actine est désorganisée
puis les filaments deviennent perpendiculaires a la direction du changement de
forme des cellules en élongation précoce. LET-502, MEL-11 et NMY-1 sont
localisés de fagon homogéne dans la cellule avant I’élongation. NMY-1 s’organise
progressivement le long des filaments d'actine permettant ainsi leur contraction.
La phosphorylation de MEL-11 par LET-502 entraine son inactivation et sa
localisation a la membrane plasmique (Piekny et al., 2003; Martin et al., 2014).
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1.1.3.3.2 Elongation tardive

Lorsque I'embryon arrive a un repliement d’environ 1.75 sur
lui-méme, d’autres mécanismes se mettent en place pour continuer
et achever |'élongation (Ding et al., 2004). C’est alors que les
muscles deviennent actifs et que I'élongation tardive débute. Ce
sont des mécanismes de mécanotransduction des muscles vers
I’'hypoderme qui conduisent a [‘allongement final de |’'embryon
(Figure 5) (Zhang et al., 2011).

Les muscles interagissent avec les cellules de I'hypoderme ventral
et dorsal grace a des structures d’attachement de type
hémidesmosome (Hresko et al., 1994). Ces structures permettent
de transmettre les forces de contraction des muscle vers
I’'hypoderme (Francis, 1991, Hresko et al., 1994). Chez C. elegans,
la mécanotransduction est dépendante de CED-10/Rac ainsi que de
PAK-1, GIT-1 et PIX-1 (Zhang et al., 2011) recrutés aux
hémidesmosomes par GIT-1 au début de |’élongation tardive. La
contraction des muscles active NMY-2 et la voie PIX-1-PAK-1-GIT-1
provoquant, entre autres, la phosphorylation des filaments
intermédiaires par PAK-1 (Zhang et al., 2011). Le recrutement de
ce complexe protéique sera nécessaire a la maturation des
hémidesmosomes et a la mécanostransduction afin de compléter la

morphogénése (Zhang et al., 2011).



15

Figure 5. Les différentes structures impliquées dans
I’élongation tardive chez Caenorhabditis elegans. Schéma d'un

embryon de C. elegans arrivant en élongation tardive et section schématisée
avec les hémidesmosomes (4) et les structures cellulaires impliquées.
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Chacune des étapes de la morphogénése chez Caenorhabditis
elegans implique les Rho GTPases. Il est donc impératif d’étudier la
fonction de cette famille de protéines ainsi que leurs régulateurs et
effecteurs au cours de mécanismes de morphogéneése.



16

1.2 Les RHO GTPases

Les Rho GTPases forment un des cinq sous-groupes des
protéines G monomériques de la superfamille Ras, dont les autres
sous-familles sont : Arf, Rab, Ran et Ras. Chacune de ces familles
possede sa propre spécialisation (Primeau and Lamarche-Vane,
2008). En effet, les Ras régulent la différentiation cellulaire, la
prolifération ainsi que la morphologie et I'apoptose, les Ran sont
impliquées dans le transport nucléaire, les Arf et les Rabs jouent un
réle dans le transport vésiculaire (Rojas et al., 2012) (Zerial and
McBride, 2001). Pour leur part, les Rho GTPases sont des
régulateurs essentiels de nombreuses activités cellulaires. Elles sont
reconnues, en particulier, pour leur role important dans la
polarisation, |'organisation du cytosquelette cellulaire, la mise en
place de voies de signalisation et le contréle de la prolifération
cellulaire (Hall, 1998). Elles sont également impliquées au niveau
du trafic membranaire, de la transcription génique, de la
progression du cycle cellulaire, de I'apoptose et de la dynamique
cellulaire (Van Aelst and D'Souza-Schorey, 1997).

D'autre part, la morphogénese épithéliale dépend de la polarité
cellulaire, de la dynamique de l'actine, des adhésions cellulaires et
du trafic vésiculaire (Nelson, 2000; Van Aelst and Symons, 2002);

processus ol les Rho GTPases jouent un réle prédominant.

Elles agissent comme des interrupteurs moléculaires cyclant entre
un état actif (liées au GTP) et un état inactif (liées au GDP),
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permettant d’exécuter ces processus complexes et sont souvent
liées aux membranes par un domaine lipidique en C-terminal

(Primeau and Lamarche-Vane, 2008).

Il est a noter que 20 Rho GTPases furent identifiées dans le génome
humain (Boureux et al., 2007) et que, de ce nombre, six ont un
homologue chez C. elegans : RhoA/rho-1, Cdc42/cdc-42, Racl/ced-
10, rac2,RhoG/mig-2 et Wrch/RhoU/crp-1(Lundquist, 2006)(Jenna
et al., 2005).

1.2.1 Trois principales Rho GTPases

Malgré la caractérisation de plus en plus de Rho GTPases
dans cette grande famille, les trois GTPases les plus étudiées sont :
RhoA, Cdc42 et Rac (Figure 6).
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Figure 6. Arbre phylogénique des Rho GTPases chez

I'THomme.
Plus de vingt génes codent pour des Rho GTPases chez Homo sapiens. Les carrés

rouges mettent en avant les familles qui seront décrites ci-dessous.
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En apercgu, chez les mammiféres, chacune d’entre elles a sa propre
facon d‘agir sur le cytosquelette : Rac conduit a la formation de
lamellipodes et est impliquée directement dans la migration
cellulaire tandis que Cdc42 agit sur la formation des filopodes riches
en actine, la migration et la polarité. Enfin, RhoA joue un rble dans
la formation de fibres de stress (Primeau and Lamarche-Vane,
2008).
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1.2.1.1 Rho

Il existe trois membres de la famille Rho : RhoA, RhoB et
RhoC trés semblables structurellement, atteignant jusqu’a 92%
d'identité au niveau de leur séquence protéique (Primeau and
Lamarche-Vane, 2008). C’est leur partie C-terminale qui les

distinguent les unes des autres (Armstrong et al., 1995).

Chez les mammiferes, dans les cas de cancer, les Rho GTPases sont
rarement mutées directement mais leur degré d‘expression est
modifié.

RhoA a été montrée comme un régulateur du cycle cellulaire
(Zalcman et al., 1995; Olson et al., 1998). Mais, elle a été
également montrée avec RhoC comme surexprimée dans plusieurs
types de cancers avec un rdle potentiel dans [invasion, les
métastases et la survie De plus, leur niveau d’expression augmente
en présence de stress cellulaires ou de facteurs de croissance (van
Golen et al., 2000; Turcotte et al., 2003).

L'implication de RhoB dans la formation de tumeurs est plus
controversée. Certaines études lui attribuent des propriétés de
suppresseur de tumeur dans les cas de cancer gastrique,
pulmonaire et dans les carcinomes squameux au niveau du cou et
de la téte car son expression corréle inversement avec le grade des
tumeurs étudiées (Adnane et al., 2002; Sato et al., 2007). Par
contre, d’autres études montrent qu’il joue une fonction importante
dans la prolifération et la survie des glioblastomes et qu’il promeut
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I'induction de Ras. Il aide aussi a maintenir les phénotypes dits
« malins » propres aux cancers et agit de concert avec des voies de
signalisation pro-métastatique (Lebowitz et al., 1995; Prendergast
et al., 1995; Ma et al., 2015).

1.2.1.2 Cdc42

La Rho GTPase Cdc42 a été découverte, tout premieérement,
chez la levure Saccharomyces cerevisiae ol elle est requise comme
régulateur de la polarité cellulaire au cours de la division (Adams et
al., 1990). Chez la levure, l'activité de Cdc42 permet la localisation
d'une zone de la membrane plasmique appelée "cap" se trouvant a
I'origine du bourgeonnement généré lors de la division cellulaire. Le
positionnement de ce cap est contrélé par la GEF (Guanine
Exchange Factor) Cdc24 qui active Cdc42, le tout dépendant
également du transport vésiculaire controlé par réorganisation du
cytosquelette d’actine et I'endocytose (Adams et al., 1990; Chant
and Herskowitz, 1991). Sans cette voie de signalisation, les caps
polaires se forment de fagon aléatoire (Adams et al., 1990; Howell
and Lew, 2012). La forme sauvage de Cdc42 chez Saccharomyces
est aussi régulée par une GDI (Guanosine nucleotide Dissociation
Inhibitor), Rdil, qui disloque la GTPase de la membrane, la rendant
soluble dans le cytosol (Marco et al., 2007; Slaughter et al., 2009).
La distribution sauvage de Cdc42 dépend donc de I'endocytose mais
également de Rdil (Slaughter et al., 2009).
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Chez les mammiféres, Cdc42 régule le transport vésiculaire grace a
son interaction avec TOCA-1 et WASp/N-WASP (Bu et al., 2010).
Cdc42 et TOCA-1 interagisse l'une avec l'autre ainsi qu'avec
WASp/N-WASP qu'elles sont toutes deux capable d'activer (Ho et
al., 2004). Une fois active, WASp/N-WASP active le complexe
Arp2/3, déclenchant la nucléation de l'actine (Takenawa and
Suetsugu, 2007; Chesarone and Goode, 2009). Il promeut ainsi
I'assemblage de l'actine lors des premiéres étapes de la formation
des vésicules mais quitte ces vésicules lorsque les molécules cargo
deviennent plus abondantes (Chen et al., 2005). Ces mécanismes
sont conservés chez Drosophila melanogaster (Fricke et al., 2009)
et C. elegans (Giuliani et al., 2009).

Toujours chez les mammiféres, au niveau du cortex cellulaire,
Cdc42 régule I'exocytose, dans les cellules excrétoires, en
conduisant a I'assemblage de l'actine au site d’exocytose (Gasman
et al., 2004). De plus, elle régule positivement la pinocytose des
protéines a ancre GPI (GPI-APs) par endocytose clathrine-
indépendante mais dépendante de la polymérisation de ['actine,
elle-méme régulée par Cdc42 (Sabharanjak et al., 2002; Mayor and
Pagano, 2007; Trifaro et al., 2008).

En plus de participer a plusieurs mécanismes de dynamique des
membranes, Cdc42 se localise, dans les cellules MDCK et plusieurs
autres cellules mammiferes, au niveau du Golgi (Erickson et al.,
1996). Au niveau du Golgi, Cdc42 régule les mécanismes de

sécrétion polarisée des protéines (Park et al., 2015).
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Par ailleurs, Cdc42 posséde des fonctions différentes en culture
tridimensionnelle (3D) versus bidimensionnelle. En culture 3D, les
cellules sont mises dans un contexte ressemblant le plus possible a
du in vivo; avec une matrice extracellulaire dans laquelle elles
peuvent former des cystes et ol la membrane basolatérale est en
contact avec cette matrice alors que la membrane apicale fait face
au lumen (Martin-Belmonte and Mostov, 2008). Dans ce contexte
tridimensionnel, Cdc42 présente une fonction importante au niveau

de la polarité apicale (Martin-Belmonte et al., 2007).

Finalement, plusieurs travaux récents ont démontré que le
complexe de polarité Par (composé de Par6, aPKC et Par3) joue,
avec Cdc42, un rble concerté pour réguler les mécanismes de trafic
des membranes et de polarité cellulaire. Le complexe Par défini le
pOle antérieur des embryons de C. elegans (Goldstein and Macara,
2007), le domaine apical des neuroblastes chez la drosophile (St
Johnston and Ahringer, 2010) et la membrane apicale des cellules
épithéliales du nématode (Suzuki and Ohno, 2006) pour mettre en
place la polarité apico-basale associée a la formation et la
maintenance des jonctions cellule-cellule. Un mécanisme précis fut
d’ailleurs décrit chez Drosophila ou Cdc42, Par6 et aPKC régulent
directement I’endocytose aux jonctions adhérentes (Georgiou et al.,
2008; Leibfried et al., 2008).
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1.2.1.3 Rac

Racl, Rac2 et Rac3 ont une homologie d’environ 95%. Les
différences de séquence entre ces trois protéines explique la
différence d’affinité de ces GTPases envers leurs effecteurs. Par
exemple, Racl a une plus grande affinité que Rac2 pour Pakl
(Knaus et al., 1998). Racl et Rac3 sont exprimées ubiquitairement
(Moll et al., 1991) alors que Rac2 est spécifiquement exprimée
dans les tissus hématopoiétiques (Didsbury et al., 1989).

Racl est mieux définie que ses homologues. Elle a été décrite
comme un régulateur clé du remodelage du cytosquelette d’actine.
Le role précis de Rac2 est souvent moins facile a définir et serait
complémentaire a Racl. Un bon exemple est lors de I'exocytose des
mastocytes, la morphologie cellulaire est sous le contréle de Racl
mais Rac2 est requise pour les influx de calcium au niveau de la

signalisation (Baier et al., 2014).

1.2.2 Les régulateurs

Comme mentionné précédemment, les Rho GTPases agissent
comme des interrupteurs moléculaires, elles cyclent alors entre un
état actif (liées au GTP) et un état inactif (liées au GDP), ce cycle
est finement régulé a |'aide des protéines agissant comme GEF,
GAP et GDI (Figure 7) (Tcherkezian and Lamarche-Vane, 2007).

Les Rho GTPases, plus précisément Cdc42, Rac et RhoA, ont donc

été liées de tres pres a la régulation de plusieurs événements tels
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que l'‘exocytose et la formation du complexe exocytique, le
remodelage de l‘actine et la migration. Pour réguler tous ces
processus, les GTPases sont elles-mémes régulées par des
régulateurs spécifiques faisant partis de trois grandes familles de
protéines : les GAP (GTPase Activating Protein), les GEF et les GDI
(Tcherkezian and Lamarche-Vane, 2007; Van Aelst, and D’Souza-
Schorey, 1997).
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Figure 7. Cycle des Rho GTPases. Les Rho GTPases cyclent entre
un état actif lorsqu’elles sont liées au GTP et un état inactif lorsqu’elles
sont liées au GDP en réponse aux signaux recus de |'environnement. Les
GEFs activent les Rho GTPases en échangeant le GDP pour un GTP tandis
que les GAP les inactivent en catalysant I'hydrolyse du GTP en GDP. Les
GDI, pour leur part, séquestrent les Rho GTPases dans le cytosol sous

leur forme inactive.
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1.2.2.1 GAPs

Les GAPs augmentent I'activité d’hydrolyse du GTP
intrinséque de la GTPase (Jenna and Lamarche-Vane, 2003). Elles
sont subdivisées en plusieurs familles et exhibent, en plus de leur
domaine GAP, différents domaines tels que des domaines FCH (F-
Bin/Ampiphysin), C1 (cystéine-riche), C2 (liaison lipidique calcium-

dépendante) etc.

Les GAPs spécifiques pour les GTPases Rho possédent un domaine
GAP dont la structure primaire difféere de celui des GAPs pour les
GTPases de la famille Ras (Bax, 1998). Le nombre de RhoGAPs est
de 2 a 3 fois plus important que le nombre de Rho GTPases qu’elles
régulent. Ceci peut s’expliquer par le fait que les GAPs ont souvent
une spécificité tissulaire et des fonctions précises dans ces tissus
alors que les GTPases Rho sont, en général, ubiquitaires et
multifonctionnelles (Tcherkezian and Lamarche-Vane, 2007). De
plus, certaines GAPs sont trés spécifiques et catalysent |'activité
d’'une seule GTPase mais la plupart régulent plusieurs Rho GTPases
(Tcherkezian and Lamarche-Vane, 2007). Par contre, il est
important de considérer que les études in vitro difféerent souvent
des études permettant de mesurer la spécificité de I'activité GAP in
vivo. Par exemple, p50Rho-GAP a une activité in vitro envers
Cdc42, Racl et RhoA mais a une activité envers RhoA seulement in
vivo (Ridley et al., 1993).
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La fonction des GAPs est régulée par la liaison lipidique aux
membranes, les interactions protéine-protéine ou encore la
phosphorylation et la dégradation par le protéasome (Ahmed et al.,
1993, Jenna et al., 2002; Roof et al., 1998; Su et al., 2003).

1.2.2.2 GEFs

Les GEFs promeuvent I'échange de GDP par un GTP pour
activer les GTPases et possédent des motifs communs les
caractérisant. Il est possible de les classer en deux familles : celles
qui ont un domaine DH (Dbl-homologie) souvent associé a un
domaine PH (pleckstrin homologie) (Cerione and Zheng, 1996;
Zheng et al., 1996) ou la seconde famille qui posséde un domaine
DHR (Dock Homologie Region-2, aussi appelé Docker-ZH2). Chez
les mammiferes, ces familles comptent respectivement 69 et 11

membres (Meller et al.; Coté and Vuori, 2007).

Le domaine DH a été montré comme étant capable, a Iui seul, de
catalyser la dissociation du GDP et de la GTPase (Ron et al., 1991).
Plusieurs GEFs ayant les domaines DH et PH sont des GEFs pour la
famille Rho mais il existe des exceptions telles que la RasGEF, SOS
(GEF pour Ras) (Boriack-Sjodin et al., 1998; Margarit et al., 2003).
La plupart ont aussi d‘autres domaines fonctionnels tels que des
domaines SH3 (Src homologie) ou C1 (liaison au diacyl-glycérol).

Ces domaines peuvent réguler la fonction GEF de la protéine ou
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conférer a la protéine d‘autres fonctions biologiques (Cerione and
Zheng, 1996).

Tout comme les GAPs, certaines GEFs sont plus spécifiques a une
GTPase en particulier tandis que d’autres ont une spécificité
beaucoup moins sélective avec une activité envers plusieurs
GTPases. Vav, par exemple, connue comme étant une GEF pour
Ras, a aussi été montrée comme interagissant avec des membres
de la famille Rho (Gulbins et al., 1993; Crespo et al., 1997).

1.2.2.3 GDIs

Les Rho GTPases sont souvent liées aux membranes grace a
leur chaine lipidique isoprénile de 20 carbones. Dans la plupart des
cas, les GTPases sont géranyl-géranylées, parfois elles sont
farnesylées, en C-terminal (Olofsson, 1999). Les GDIs, qui portent
leur nom du fait qu’elles sont capables d’empécher la dissociation
de GDP lorsqu’il est lié aux GTPases, sont capables d’extraire les
GTPases des membranes et forment alors des complexes solubles
de Rho GTPases géranyl-géranylées liées au GDP cytosolique
(Olofsson, 1999).

Le nombre de GDIs est tres inférieur au nombre important de
RhoGEFs et RhoGAPs : seulement trois ont été identifiées chez les
mammiféres et chez les plantes (Nagawa et al., 2010; Garcia-Mata
et al., 2011). RhoGDI1, la plus présente chez les mammiféres, est
exprimée de fagon ubiquitaire (Fukumoto et al., 1990; Leonard et
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al., 1992) tandis que rhoGDI2 est localisée principalement dans les
cellules hématopoiétiques avec une grande spécificité pour Racl (Z.
Zheng et al., 2015). RhoGDI3 est trés peu abondante (Lelias et al.,
1993; Gorvel et al., 1998).

Le domaine N-terminal des GDIs est linéaire et change de
conformation lorsqu’elles se lient aux GTPases a la membrane; le
domaine C-terminal posséde quand a lui, le site de liaison géranyl-
géranyl (Keep et al., 1997). Cette architecture modulaire leur
permet d’interagir avec les GTPases en appliquant un mécanisme
en deux temps pour arriver a détacher la GTPase de la membrane
(Nomanbhoy et al., 1999; Di-Poi et al., 2001; Dransart et al,,
2005). Ce mécanisme pourrait étre régulé a son tour par différents
acteurs comme des protéines de déplacement ou encore par
phosphorylation des GTPases ou des GDIs elles-mémes. En effet,
dans certains cas, la phosphorylation des RhoGDIs augmente
I'activation de certaines Rho GTPases (Mehta et al., 2001;
DerMardirossian et al., 2004).

A cause de leur mécanisme et de leur implication dans des
processus essentiels au maintien cellulaire, les GEFs, les GAPs, les
GDIs ainsi que plusieurs effecteurs des Rho GTPases ont été
associés au développement de maladies comme le retard mental,
les problémes cardiovasculaires et le cancer (Ramakers, 2000;
Sahai and Marshall, 2002; Pacaud et al., 2005).
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1.2.3 Les Rho GTPases et la migration collective

La migration cellulaire est un mécanisme fondamental qui
agit pour controler le positionnement des cellules, leur devenir et a
également des fonctions importantes dans la morphogénése des
organes et organismes, la régénération des tissus et le cancer
(Ridley et al., 2003; Friedl and Weigelin, 2008) (Figure 8). Pour y
arriver, le corps cellulaire doit se déplacer de facon polarisée. Le
déplacement de la cellule dépend de la contraction du systéme
actomyosine qui va propulser les cellules vers |'avant. Il dépend
également de la polymérisation de I'actine permettant la formation
de protrusion de la membrane plasmique au front meneur (Pollard
and Borisy, 2003; Wolf and Fried|, 2009).

La migration collective, consistant en la migration d'une
colonie de cellules, utilise les mémes mécanismes de traction et de
propulsion tout en maintenant les jonctions se situant entre les
cellules en cours de migration (Etienne-Manneville, 2014). Au sein
de cette colonie, les cellules meneuses créent des protrusions a
I'avant interagissant et/ou dégradant la matrice extracellulaire
tandis que l'arriere et les cOtés conservent leurs adhésions cellule-
cellule (Khalil and Friedl, 2010). La coordination des cellules
implique un mécanisme de mécano-couplage entre cellules
meneuses et cellules suiveuses (Khalil and Friedl, 2010; Weber et
al., 2012). Dans le cas de cancers de type carcinome, ce sont de
tels processus qui sont a lorigine d‘une invasion tissulaire
importante (Friedl et al., 2012).
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Les Rho GTPases sont des régulateurs essentiels a la polymérisation
de l'actine, a la contraction des complexes d’actine-myosine, a
I'établissement et au maintien de la polarité cellulaire et des
jonctions cellulaires (Hall, 1998). Ces derniéres relient les signaux
recus de I|'extérieur (provenant des adhésions cellulaires, de
signaux chimiokines ou de récepteurs tyrosine-kinase) a la
dynamique du cytosquelette (Khalil and Friedl, 2010; Ridley, 2011).
Elles jouent donc un rdle crucial dans la migration collective.

Figure 8. Migration collective chez Drosophila melanogaster,
Danio rerio (zebrafish), Xenopus laevis et Homo sapiens.
Schémas représentant les différents types de migrations collectives : des
cellules de bordures lors de l'ovogénése chez Drosophila melanogaster
(A), du primordium le long de la ligne latérale chez Danio rerio (zebrafish)
afin de former des organes mécanosenseur (B), des cellules de la créte
neurale de Xenopus laevis contribuant a la formation de nombreuses
structures de la téte (C) et lors de l'invasion de cellules épithéliales

cancéreuses chez I'Humain pour former des métastases (D).
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1.2.3.1 La migration collective chez les mammiféres

Dans les cellules en mouvement, trois types de protrusions
sont régulées par des Rho GTPases : les filopodes, les lamellipodes
et les bulles membranaires (blebs).

Les filopodes sont des protrusions fines constituées de filaments
paralleles d’'actine afin de recevoir des rétroactions de
I'environnement (Ridley, 2011). Le tout est controlé par Cdc42 via
mDia2 qui permet la nucléation et |‘élongation des filaments
d’actine mais également via IRSp53 qui assemble les filaments
(Ridley, 2011).

Les lamellipodes sont des protrusions plus larges qui permettent
une adhésion au substrat et ol il y a présence de Racl, Cdc42,
RhoA et RhoC (Machacek et al., 2009). Cdc42 contréle la
polarisation et va promouvoir la formation de protrusions en
stabilisant le cytosquelette tandis que Rac régule |'assemblage
d’actine et son extension au péle meneur grace a WAVE et Arp2/3
(Bravo-Cordero et al., 2013; Etienne-Manneville and Hall, 2001).
De plus, dans les fibroblastes, N-WASP est localisé au niveau de
groupements d’‘actine a la membrane plasmique. Il régule la
polymérisation des filaments d’actine par Arp2/3 en aval de Cdc42,
contribuant a la formation des lamellipodes (Nakagawa et al.,
2001).

Un autre type de protrusion est formé au début de la migration
collective, les podosomes vont permettre la dégradation de la
matrice extracellulaire puis la migration (Ridley, 2011). WASP et N-
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WASP participent a la réorganisation du cytosquelette de I’actine de
fackon Arp2/3-dépendante afin de former ces podosomes
(Yamaguchi and Condeelis, 2007).

Enfin, les bulles membranaires sont formées en deux temps en
commengant par la formation de la bulle qui va ensuite se stabiliser
par le réseau d’actine cortical. Le tout dépend de RhoA et de la
contraction de la myosine (Charras et al., 2006) Pinner and Sahai,
2008; Poincloux et al., 2011).

La migration collective des cellules se distinguent de la migration
individuelle par le maintien des jonctions entre les cellules
migratrices (Ilina and Friedl, 2009) . Les Rho GTPases permettent
ce maintien. Les jonctions adhérentes se reforment lorsque les
lamellipodes des cellules adjacentes se touchent, c’est lors de ce
premier contact que les E-cadhérines initient I'activation de Racil
via la PI3 kinase ainsi que les GEF Vav2 et Tiam1l (Fukuyama et al.,
2006). Racl va par la suite activer WAVE et Arp2/3 pour
I'assemblage du réseau d’actine requis pour |'expansion des
jonctions (Yamada and Nelson, 2007). La maturation de ces
jonctions est permise par la contraction RhoA/ROCK-dépendante de
la myosine aux adhésions cellule-cellule naissantes (Malliri et al.,
2004; Yamada and Nelson, 2007).

Au péle antérieur des cellules en migration, une activité des Rho
GTPases est également requise pour les contractions. RhoA active
ROCK ce qui va permettre la phosphorylation des chaines légéres

de myosine et induire la contraction de la myosine II (Vicente-
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Manzanares et al., 2009a). RhoA provoque la rétraction des cellules
de la partie arriére et permet aussi le maintien de la cohésion des
cellules en groupe lors de l|la migration collective de celles-ci
(Vicente-Manzanares et al., 2009b; Anon et al., 2012).

Contrairement aux cellules meneuses qui démontrent une activité
trés élevée pour RhoA, les cellules suiveuses présentent un niveau
réduit d’activation de cette GTPase (Tambe et al., 2011; Reffay et
al., 2014). La réduction de |'activation de RhoA entre les cellules
meneuses et suiveuses semble nécessaire a la coordination des

mécanismes de migration collective (Friedi et al., 2014).

1.2.3.2 La migration collective chez Drosophila melanogaster

Chez I'organisme modele Drosophila melanogaster, plusieurs
processus morphogéniques peuvent agir comme de bons exemples
de migration collective/cohésive. Un de ces processus est la
fermeture dorsale lors de laquelle les deux cOtés de |’épiderme
migrent au-dessus de |'amnioserosa et se rejoignent au milieu du
coté dorsal pour complétement refermer le trou formé dans les
étapes précédentes de I'embryogénése (Campos-Ortega and
Hartenstein, 1985). Le p6le meneur subit une élongation le long de
I'axe dorso-ventral vers le pble ventral (Campos-Ortega and
Hartenstein, 1985). Dracl/Racl a été décrite comme étant
essentiel 3 ce mécanisme (Woolner et al., 2005) mais toutes les
Rho GTPases sont requises dans le processus. Dracl/Rac est

nécessaire pour la formation et le maintien du cytosquelette le long
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du pdle meneur (Harden et al., 1999). DRhoA/RhoA est, quant a
lui, requis dans les cellules flanquantes et Dcdc42/Cdc42 et Ras
sont impliquées dans la régulation du cytosquelette au péle meneur
(Harden et al., 1999).

La migration des cellules de bordures (border cells) est une autre
étape morphogénique modéle pour la migration collective se
passant entre les stades 9 et 10 de I'ovogenese (Laflamme et al.,
2012; Montell, 2011). Cette étape controlée par des Rho GTPases.
RhoA et Cdc42, activeraient la voie de signalisation JNK qui module
les contacts cellule-cellules et cellule-substrat pour soutenir la
migration (Llense and Martin-Blanco, 2008). La perte de Racl
inhibe totalement la migration de ces cellules (Murphy and Montell,
1996). Récemment, il fut montré que Rac (Wang et al., 2010) et les
mécanismes d’endocytose (Assaker et al., 2010) sont importants
pour ce processus. Racl est régulée par les GTPases Rab5 et Rab11
(Ramel et al., 2013). Suivant le modele présentement accepté,
Rab5 est nécessaire pour l’activation de Rac tandis que Rabil1l
serait requise pour la polarisation et l'activité de Rac au poéle
meneur de la colonie cellulaire en cours de migration (Ramel et al.,
2013). Rab11 régulerait aussi la Moesine, une protéine de la famille
ERM qui lie la membrane plasmique au cytosquelette d’actine
(Fehon et al., 2010). La Moesine recruterait I'actine en périphérie
du groupe de cellules en migration tout en régulant le cytosquelette
d’actomyosine et donc la tension corticale (Fehon et al., 2010). Ce
processus serait régulé par Rabl1l. Ainsi, la Moesine et Rabl1l

contrbleraient la communication entre les cellules lors de migration
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collective (Emery and Ramel, 2013). Il est a noter que ces GTPases
(Rab5 et Rab11) polarisent |'activité des RTK (Assaker et al., 2010;
Laflamme et al., 2012; Ramel et al., 2013).

Enfin, pendant la gastrulation, DRhoA/RhoA via la Myosine II induit
une contraction apicale et induit l'invagination des cellules du
meésoderme (Barrett et al., 1997; Nikolaidou and Barrett, 2004). Ce
dernier est également impliqué dans le contréle de l'invagination
des cellules de la glande salivaire en maintenant la polarité apicale
et en produisant des contractions apicales (Xu et al., 2008). C’est
également le cas pour Racl qui régule la migration des glandes

salivaires (Pirraglia et al., 2006).

1.2.3.3 La migration collective chez Xenopus

La gastrulation chez Xenopus implique plusieurs
mouvements cellulaires différents tels que [intercalation de
I'ectoderme, la rotation de I'endoderme, l'involution du mésoderme
et la migration des cellules du mésoderme (Keller and Winklbauer,
1992; Winklbauer and Schurfeld, 1999). Les changements dans la
mobilité cellulaire, la polarité et les protrusions des cellules
postérieures du mésoderme dépendent de la signalisation des Rho
GTPases (Tahinci and Symes, 2003). En effet, les Rho GTPases sont
impliquées dans l'intercalation du mésoderme postérieur mais les
réponses cellulaires de RhoA et de Racl different selon leur état
d’activation. Les cellules du mésoderme antérieur, contrairement a

celles du postérieur, migrent collectivement sur la matrice
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extracellulaire riche en fibronectine et forment des lamellipodes et
filopodes au péle meneur (Keller and Winklbauer, 1992; Ramos and
DeSimone, 1996). Dans ces cellules, RhoA et Racl, avec des rdles
spécifiques, contrélent leur polarité et leur migration dirigée. Ainsi,
Racl stimulerait la formation des lamellipodes tandis que RhoA
serait requis in vitro pour la dynamique des lamellipodes et la forme
cellulaire mais in vivo ne semble pas étre nécessaire dans
I'embryon (Ren et al., 2006).

RhoA et Racl sont aussi activées en aval de Wntl11/Fz7 et
Dishevelled dans le mésoderme postérieur (Habas et al., 2001;
Habas et al., 2003) afin de contrdler la polarité cellulaire dans le

processus (Tahinci and Symes, 2003).

De plus, lors du développement de la créte neurale, Cdc42, Racl et
RhoA/B contrélent différents aspects de la spécification et de la
migration de ces cellules (Liu and Jessell, 1998; Broders-Bondon et
al., 2007; Fuchs et al., 2009) en agissant dans la voie Wnt non-
canonique. Cette derniére est impliquée dans la transition épithélio-
mésenchymateuse, la polarité, I'adhésion et la migration. En effet,
Racl promeut la phosphorylation JNK-dépendante et I'accumulation
nucléaire de B-caténine tandis que RhoV coopére avec Snail/Snail
pour l'induction de la transcription d’autres acteurs de la voie
canonique Wnt (Wu et al., 2008).
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1.2.4 Les RHO GTPases et la migration collective chez C. elegans

Comme mentionné précédemment, la fermeture ventrale
chez Caenorhabditis elegans est un bon exemple de migration
collective. Le processus implique des Rho GTPases comme

régulateurs clés.

Dans un premier temps, les cellules ventrales de |I'hypoderme
migrent vers la partie ventrale de I'embryon dans un mécanisme
dépendant de la Rho GTPase CED-10, homologue C. elegans de
Racl chez les mammiferes (Lundquist et al., 2001; Soto et al.,
2002). Cette fonction de CED-10 implique l'activation de son
effecteur WVE-1/WAVE qui va activer a son tour le complexe de
nucléation de l'actine (Arp2/3) provoquant ainsi la migration de
I'ensemble des cellules ventrales vers la partie ventrale de
I'embryon (Figure 9) (Sawa et al., 2003; Sheffield et al., 2007;
Patel et al., 2008).

Suite a cette migration, les cellules meneuses (cellules de
I’hypoderme ventral situées dans la partie antérieure de I'embryon)
produisent de larges protrusions riches en actine pour compléter la
fermeture (Marston and Goldstein, 2006). Ce mécanisme est
dépendant de UNC-34/VASP (Withee et al., 2004; Sheffield et al.,
2007), une effecteur potentiel de CED-10 et WSP-1/WASP, un
effecteur de CDC-42 (Sawa et al., 2003) (Figure 9). L'embryon se
ferme completement par la suite a 'aide d’'un mécanisme encore
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peu étudié de suture en boucle (purse-string) au niveau des cellules
de la poche ventrale (pocket cells) (Williams-Masson et al., 1997).

Figure 9. Voies de signalisation contrdolant la fermeture

ventrale chez Caenorhabditis elegans. |les cascades de
signalisation connues jusqu’a maintenant menant aux deux étapes
successives de la fermeture ventrale. Tout d‘abord les cellules ventrales
migrent vers le centre de I'embryon dans un mécanisme dépendant de
CED-10/WVE-1/Arp2/3 puis les cellules meneuses (en vert) terminent le
processus a |'aide d’une voie CDC42/WSP-1 dépendante.

| CED-10/RAC1 N _ [ cocaz |
\\

v ¥

| WVE-1/WAVE UNC- 34/VASP WSP-1/WASP |

@/

Adapté de (Sheffield et al., 2007)

C’est au coeur de ce processus que RGA-7 (Rho GTPase Activating
protein 7), une nouvelle RhoGAP qui a fait I'objet de ma recherche,

joue un réle important.
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1.3 RGA-7

Rho GTPase-Activating protein 7, aussi nommé SPV-1
(Spermatheca physiology Variant-1), est une RhoGAP encore peu
étudiée chez Caenorhabditis elegans (Figure 10). Elle fut impliquée
récemment dans la contraction de la spermathéque (Tan and
Zaidel-Bar, 2015) ainsi que dans la fermeture ventrale (Ouellette et
al., 2015).

Figure 10. Structure protéique de RGA-7/SPV-1. Schéma de la
structure protéique de RGA-7. RGA-7 code pour trois transcrits différents
(rga-7I, rga-7m et rga-7s) menant tous a des formes protéiques
distinctes. Les protéines codées par RGA-7 présentent un domaine F- BAR
(FCS (Fes/CIP4 homology)-Bin-Amphiphysin-Rvs), C1 (Cystein-rich) ainsi
que RhoGAP bien que la forme courte (rga-7s) ne posséde pas de
domaine F-BAR.

rga-7I (966 aa) FBAR o W -
rga-7m (9160a) “ra o W
rga-7s (546 aa) o W—

Adapté de (Ouellette et al., 2015)

Chez des C. elegans adultes, RGA-7 a aussi été identifiée
comme étant une GAP pour RHO-1/RhoA dans la spermathéque
(Tan and Zaidel-Bar, 2015). Au niveau moléculaire, chez les
mammiferes, RhoA a été montrée pour réguler la contraction de
I'actomyosine en réponse aux stress mécaniques externes via deux

effecteurs bien connus et mentionnés précédemment : Dial et
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ROCK (Chrzanowska-Wodnicka and Burridge, 1996; Watanabe et
al., 1999; Smith et al., 2003; Lessey et al., 2012). Chez C. elegans,
lors de l'ovulation, la spermathéque se dilate a I'arrivée de 'oocyte
(Wissmann et al., 1999; Kovacevic and Cram, 2010), RGA-7 agit
alors comme un senseur de stress mécanique, en réponse au
changement de courbure de la membrane, RGA-7 régule le niveau
d’activation de RHO-1 permettant de coordonner le niveau de
contraction de la spermatheque au cours de I‘expulsion de
I'embryon vers I'utérus (Tan and Zaidel-Bar, 2015). En absence de
RGA-7, la spermathéque se contracte trop et endommage les
embryons. Cette fonction de RGA-7 nécessite son domaine de
liaison aux membranes incurvées, le domaine F-Bar (Tan and
Zaidel-Bar, 2015).

1.3.1 Domaine F-Bar

Les protéines contenant des domaines F-Bar dans le génome

humain sont divisées en neuf sous-familles (Liu et al., 2015).
L'homologie de séquence entre les familles est trés faible mais leur
similarité repose sur la structure du domaine en soi (Aspenstrom,
1997, Lippincott and Li, 2000; Chitu and Stanley, 2007).
Le domaine FCH (FES-CIP4 homology), identifié en étudiant CIP4
(Cdc42-interacting protein 4), est le point commun de toutes les
protéines F-Bar (Fricke et al., 2010). En C-terminal de ces
protéines, plusieurs domaines peuvent étre exprimés tels que des
domaines kinases, SH2, SH3 ou encore RhoGAP (Itoh et al., 2005;
Tsujita et al., 2006).
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La structure cristalline des domaines BAR et N-BAR a révélée qu'ils
s'assemblent en dimeére en forme de croissant qui se lie aux
membranes incurvées via la surface concave de la protéine (Henne
et al., 2007). Les domaines F-Bar, pour leur part, sont similaires
aux BAR mais les hélices des domaines F-Bar sont plus longues et
minces (Frost et al., 2007). Ces structures vont alors se lier a des
vésicules de taille différente (Gallop and McMahon, 2005; Henne et
al., 2007; Shimada et al., 2007).

Plusieurs protéines F-Bar ont été impliquées dans |’endocytose
telles que FNBP1li/Tocal et CIP4. Le domaine F-Bar a une affinité
particuliere pour les liposomes contenant majoritairement des
phospholipides et peuvent alors induire la tubulation des
membranes in vitro et in vivo (Kessels and Qualmann, 2004; Itoh
et al., 2005; Shimada et al., 2007). En effet, le domaine F-Bar de
FNBP1/FBP17 est suffisant pour induire des invaginations tubulaires

a la membrane lors de I'endocytose (Kamioka et al., 2004).

Les protéines F-Bar sont souvent situées a proximité de la
membrane plasmique et I'une des interactions bien caractérisée les
impliquant dans l‘organisation du cytosquelette est celle avec N-
WASP. Chez les mammiféres, N-WASP adopte une conformation
auto-inhibée qui masque le C-terminal du domaine de liaison au
complexe Arp2/3 (Rohatgi et al., 1999; Kim et al., 2000). Cdc42
actif interagit avec Tocal (une protéine F-Bar) ainsi qu’avec N-
WASP, ce qui dissocie le complexe N-WASP-WIP et active N-WASP



43

(Ho et al., 2004). Ceci entraine I'assemblage de filaments d’actine
et la formation de vésicules d’endocytose clathrine-dépendante (Ho
et al., 2004). Un mécanisme similaire a aussi été observé chez la
levure (Soulard et al., 2002).

Le domaine de RGA-7 est, quant a Iui, formé d’'un domaine FCH et
d'une région coiled-coiled caractéristique d’'un domaine F-Bar (Itoh
et al., 2005; Tsujita et al., 2006).

1.3.2 Domaine C1

RGA-7 comprend aussi un domaine C1 dans sa structure
protéique.
Les domaines C1 sont de petites unités structurelles d’environ 50
acides aminés qui ont été découvertes comme module de la
protéine kinase C (PKC) (Rahman and Das, 2015). La PKC fait
partie d'une famille régulant la prolifération et la différenciation
(Nishizuka, 1992; Papp et al.,, 2004). Les domaines C1
reconnaissent le diacylglycérol (DAG), un messager secondaire
généré a la membrane plasmique en réponse a l’activation des
phospholipases C (PLC) et au clivage du phosphioinositide 4,5-
biphosphate (PIP2) en DAG (diacylglycérol) et IP3 (inositol
triphosphate) (Nishizuka, 1988; Newton, 2004; Parker and Murray-
Rust, 2004).

D’autres protéines que la PKC possedent des domaines C1, comme

des kinases (c-Raf), des régulateurs de Rho GTPases (Vav) ou
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encore des molécules impliquées dans le relachement des vésicules
des terminaisons synaptiques (Muncl3) (Colon-Gonzalez and
Kazanietz, 2006). Ces domaines Cl1 permettent |'adressage des
protéines a la membrane en réponse a la production de DAG par la
phospholipase C (PLC) (Mosior and Newton, 1995; Hurley et al.,
1997). Certaines protéines possédent des domaines C1 atypiques
comme Vav qui ne lie pas les esters de phorbol (Gulbins et al.,
1994; Kazanietz, 2002).

Les domaines C1 peuvent agir comme module d’interaction
protéique comme la fascine qui a été montrée comme interagissant
avec le domaine C1 de PKCa (Anilkumar et al., 2003). En absence
de cette interaction, la migration cellulaire est augmentée,
suggérant que ce module régule négativement la mobilité cellulaire
(Anilkumar et al., 2003). D’autre part, le domaine C1 de la Protéine
Kinase D (PKD1) interagit avec le complexe 14-3-3t dans les

cellules T pour réguler négativement PKD1 (Hausser et al., 1999).

Le domaine C1 de RGA-7 pourrait donc jouer un réle important
dans la régulation de la fermeture ventrale en agissant comme
module d’interaction protéique ou de liaison aux membranes.

1.4 Potentiels orthologues de RGA-7 chez 'Homme

Des orthologues de RGA-7 existent chez tous Iles
métazoaires allant des éponges jusqu’aux mammiféres. Les trois

orthologues prédits chez Homo sapiens sont ARHGAP29 (Rho
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GTPase activating protein 29), aussi connu sous le nom de PARG1,
GMIP (GEM interacting protein) et HMHA1/HA-1 (minor
histocompatibility protein 1).

Un domaine F-BAR a été prédit pour chacun de ces orthologues
potentiels et la phylogénie de ces domaines F-BAR fut récemment
décrite (Figure 11) (Tan and Zaidel-Bar, 2015). Cependant, GMIP et
PARG1 n’ont pas été proprement caractérisés comme ayant des
domaines F-Bar tandis que le domaine BAR de HMHA1 a été décrit
récemment (de Kreuk et al., 2013).
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Figure 11. Arbre phylogénétique du domaine F-BAR des

potentiels orthologues de RGA-7. Arbre phylogénétique sans racine
montrant I'homologie de séquence des domaines F-BAR chez Homo
sapiens (hs) et certains orthologues chez C. elegans (ce). RGA-7/SPV-1
forme un groupe distinctif avec ses potentiels orthologues humains (zone
grisée).

a. hsRhoGAP4
b. hsSRGAP3

¢. hsSRGAP1 hsNwk2
d. hsSRGAP2

a.b'c'd.

ceSRGP-1 hsNwki1

ceSDPN-1
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hsFER1
hsFES1

hsNOSTRIN1 " hsFCHO2
e. hsCIP4 f. Q. ceFCHO-1
f hsFBP17  CSTOCA-
g. hsTOCA1

Adapté de (Tan and Zaidel-Bar, 2015)

1.4.1 PARG1/ArhGAP29

PARG1 (Poly (ADP)-ribose) glycohydrolase 1), aussi nommé
ArhGAP29, ayant une homologie de séquence protéique de 27%
avec RGA-7 contient un domaine F-Bar prédit ainsi qu’un domaine
Cl et RhoGAP (T. U. Consortium, 2015). Il est a noter qu’une
analyse d’homologie de domaines montre une homologie de 28%
entre les domaines F-Bar ainsi que 32% d’'homologie entre les
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domaines GAP de PARG1 et RGA-7 (analyse effectuée avec BLAST
selon (Altschul et al., 1997)).

Le premier lien reliant RGA-7 a PARG1 vient d’une étude de double
hybride chez la levure montrant que PARG1 et RGA-7 interagissent
tous les deux avec la GTPase de Rap2 (Myagmar et al., 2005).

Récemment, Rapl a été montrée comme régulateur de l'activité de
RhoA par l'intermédiaire de ArhGAP29/PARG1 (Post et al., 2015a).
Rapl contr6le des mécanismes de dynamique du cytosquelette
d’actine comme les adhésions cellulaires (intégrine-cadhérine) en
recevant les signaux de ses GEFs Epacl et PDZ-GEF (Pannekoek et
al., 2014). Epacl répond a I’AMPc et active localement Rapl a
l'origine du réarrangement du cytosquelette d’actine. Rap1 inhibe
RhoA, permet le relachement de |'actine et des fibres de stress et
active Cdc42 pour former des regroupements (bundles) d’actine
aux jonctions des cellules de la barriere endothéliale permettant
ainsi le passage contrélé des cellules immunitaires, des fluides et
des solutés (Baluk et al., 2005; Weis, 2008; Ando et al., 2013;
Pannekoek et al., 2014). Dans ce contexte, ArhGAP29 interagit
avec Radil et Rasipl (Xu et al., 2011; Ahmed et al., 2012). C'est via
cette voie que Rapl réduit les fibres de stress. A travers ce
complexe, Rap1l est alors capable de restreindre la signalisation de
RhoA qui est essentielle a la potentialisation de la barriére
endothéliale (Post et al., 2015a). Le complexe Rasipl/ArhGAP29
contréle aussi I'étalement cellulaire des cellules épithéliales. En
effet, pour qu’il y ait un étalement médié par Rapl, l'activité de
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RhoA doit étre réduite. C'est alors Rapl, a travers Rasipl et
ArhGAP29, qui réduit I'activité de RhoA, donc la tension induite par
I'actomyosine, et ainsi I’'étalement (Post et al., 2013; Post et al.,
2015b).

Pour sa part, Rap2 existe sous trois isoformes (Rap2A, Rap2B et
Rap2C) (Pizon et al., 1988; Ohmstede et al., 1990). Tandis que
Epac et PDZ-GEF active Rapl ainsi que Rap2, RasGEF1 est
spécifique a Rap2 (de Rooij et al., 2000; Kuiperij et al., 2003).
Rap2 peut aussi se lier au domaine CNH (citron homologie) de
MAP4K4 qui est elle-méme impliquée dans la fragilisation du
cytosquelette d’actine (Taira et al., 2004). C'est a travers ce
module, composé de RasGEF1 et MAP4K4, que Rap2 contrdle la
barriere endothéliale avec Rapl. La barriére est contrblée par Rap1l
et Rap2 de fagon réciproque et la déplétion de Rap2 augmente la
résistance de la barriére. Il est a noter que Rapl peut antagoniser
I'effet de Rap2 et ce de fagon indépendante a la formation d’actine
(Pannekoek et al., 2013).

Il est a noter aussi que MAP4K4 active p38 durant la gastrulation
chez la souris pour sous-réguler la E-cadhérine et la matrice

extracellulaire concomitante (Zohn et al., 2006).

1.4.2 HMHA1/HA-1

Les antigénes humains mineurs d’histocompatibilité (H) sont
importants dans le traitement des leucémies, des tumeurs et des
greffes de cellules souches. HMHA1 a été le premier a étre identifié

et, malgré trés peu de résultats publiés pour l'instant, il est le plus



49

étudié a ce jour (Goulmy et al., 1983; Goulmy, 1996). Sa séquence
prédit qu’il code pour une protéine contenant un domaine GAP en
C-terminal ainsi qu’'un domaine BAR en N-terminal avec un domaine
C1 entre les deux (Spierings et al., 2004; de Kreuk et al., 2013).
Une homologie de 29% avec RGA-7 a été trouvée suite a une
analyse d’homologie de séquence protéique compléte. Une analyse
d’homologie de domaine décele, pour sa part, une homologie de
29% entre les deux domaines F-Bar et de 35% pour les domaines
GAP (analyse effectuée avec BLAST selon (Altschul et al., 1997)).

De Kreuk et ses collegues montrent qu’en exprimant HMHA1 sans
son domaine BAR, l‘organisation du cytosquelette d’actine est
altérée de facon importante et qu'il est alors possible de voir une
perte d’actine et d’adhésions focales (de Kreuk et al., 2013). De
plus, ils démontrent que son domaine BAR joue le réle de domaine
régulateur de l'activité GAP de la protéine impliqué dans des
mécanismes d’auto-inhibition de la protéine (de Kreuk et al., 2013).
HMHA1 exprimé dans des cellules Hela ou Jurkat colocalise et
interagit avec les Rho GTPases Racl et RhoA in vivo et Cdc42 in
vitro. HMHA1 fut donc montré comme une protéine régulant la
migration cellulaire et la dynamique de I'actine (de Kreuk et al.,
2013).

Son expression génique se restreint au systeme hématopoiétique,
tout en étant absent des cellules épithéliales saines. Par contre, il
est observé dans les cancers épithéliaux (carcinomes) et présenté
par les complexes d'histocompatibilité (de Bueger et al., 1992;
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Klein et al., 2002). Chez des souris immunodéprimées, des
lymphocytes T spécifiques pour I'antigéne HA-1 seraient capables
de limiter la prolifération de métastases de cancer du sein
(Hambach et al., 2006; Hambach et al., 2008). Il s’agit de
I'antigene de HMHA1 présenté par les complexes
d'histocompatibilité des carcinomes ce qui suggére un rdle de
HMHA1 dans la carcinogénése (Spierings et al., 2004).

1.4.3 GMIP

Gmip (Gem Interacting Protein) est aussi listé comme
orthologue potentiel de RGA-7 chez I'Homme. Une analyse de
séquence protéique réveéle une homologie compléte de 25% avec
RGA-7 et une analyse d’homologie de domaines révéle 27%
d’homologie pour les domaines F-Bar et 32% pour le GAP (analyse
effectuée avec BLAST selon (Altschul et al., 1997)). Gmip contient
un domaine riche en cystéine (CRD) homologue a un domaine C1,
suivi d'un domaine RhoGAP qui a 34% d’homologie avec celui de
PARG1. Son domaine RhoGAP est spécifique pour RhoA in vitro et
régule RhoA in vivo (Aresta et al., 2002). GMIP posséde aussi un
domaine F-Bar prédit en N-terminal mais qui n‘a pas été encore
étudié (T. U. Consortium, 2015).

Comme son nom l'indique, Gmip interagit avec Gem qui est connu
pour réguler le cytosquelette d’actine via Gmip et Ezrin (Hatzoglou
et al., 2007). L'interaction a la membrane entre GEM et Ezrin est
indispensable pour activer Gmip, inactiver localement RhoA et

remodeler le cytosquelette d’actine (Aresta et al., 2002).
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Gmip et Gem sont aussi impligués dans la mitose au niveau du
remodelage de l'actine et des fuseaux mitotiques avec RhoA
(Andrieu et al., 2014). Gem régule, a travers la voie Gmip/RhoA,
I’'actine corticale et modifie le positionnement du fuseau mitotique
pendant les premiéres étapes de la mitose (Andrieu et al., 2014).
En surexprimant Gmip, il est possible d'observer une
dépolymérisation de l'actine tandis qu’en sous-exprimant cette
protéine, la densité d’actine filamenteux augmente (Andrieu et al.,
2014). En interphase, Gmip agit en aval de Gem pour contribuer a
la réorganisation du cytosquelette d’actine et du trafic vésiculaire
pendant ['‘élongation des cellules épithéliales en régulant
négativement RhoA (Hatzoglou et al., 2007; Johnson et al., 2012;
Krey et al., 2013).

Un autre mécanisme important dans lequel Gmip a été impliqué est
I'exocytose dans les neutl;ophiles, qui joue un rdle trés important
dans la réponse immunitaire et l'inflammation (Johnson et al.,
2012). Toujours au niveau du trafic vésiculaire, il a été montré que
Gmip interagit avec JFC1, effecteur de Rab27a impliqué dans
I’'exocytose (McAdara Berkowitz et al., 2001). Cette étude montre
qu’il existe un mécanisme de rétroaction mis en place entre la
sécrétion des granules et les molécules aidant au remodelage de

I’actine.

Les cellules phagocytaires dans lesquelles Gmip est déplété par
siRNA montrent des niveaux de polymeérisation d’actine plus élevés
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avec des protrusions membranaires allongées. Ceci suggére que
Gmip joue un role important pour le remodelage de l'actine dans les
phagocytes (Johnson et al., 2012).

Finalement, Gmip régule la migration neuronale en inhibant RhoA
(Ota et al., 2014). Ce processus implique Girdin (Girders of Actin),
une protéine essentielle a la migration neuronale (Ota et al., 2014).
Dans ce systéme, Gmip contrfle la vitesse de la migration des
cellules granulaires, un type d’interneurone olfactif, dans le bulbe
olfactif (Ota et al., 2014). Gmip arriverait alors a augmenter la
vitesse de migration en augmentant la fréquence des mouvements

somatiques tout en réduisant la période de repos (Ota et al., 2014).

1.5 Objectif du projet de maitrise

Le modele privilégié du laboratoire, le C. elegans, nous
permet d’étudier plus précisément la fonction des Rho GTPases,
leurs régulateurs et effecteurs dans les différentes voies de
signalisation contr6lant la morphogénese des cellules épithéliales.

Mon projet de maitrise consiste a étudier la fonction de RGA-
7 au cours de la fermeture ventrale et de I’élongation du nématode

C. elegans.
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RESUME

La migration collective des cellules épithéliales requiert le maintien
des jonctions cellule-cellule tout en favorisant la formation de
protrusions riches en actine au pdle meneur des cellules en
migration. La fermeture ventrale des embryons de Caenorhabditis
elegans dépend de la migration collective des cellules meneuses de
I'hypoderme vers le centre de |‘embryon ou elles forment de
nouvelles jonctions avec les cellules contralatérales voisines. Dans
cette étude, nous caractérisons la fonction embryonnaire de RGA-
7/SPV-1, une RhoGAP spécifique a CDC-42/Cdc42 et RHO-1/RhoA,
qui controle la formation de protrusions riches en actine au péle
meneur des cellules meneuses de I'hypoderme et la formation de
nouvelles jonctions entre les cellules contralatérales. Nous
montrons que RGA-7 controle ces processus de fagon antagoniste a
WSP-1/N-WASP, un effecteur de CDC-42, et des protéines de
liaison a CDC-42 TOCA-1/2/TOCA1. RGA-7 est recrutée a des
localisations spatiales distinctes aux jonctions entre cellules
meneuses adjacentes ou elle va promouvoir I'accumulation des
clusters de CDC-42 actifs. RGA-7 inhibe aussi I'étalement de ces
clusters vers le poéle meneur des jonctions et régule leur
accumulation ainsi que leur distribution aux nouvelles jonctions qui
se forment entre les cellules meneuses contralatérales. Notre étude
suggéere que RGA-7 contrble la migration collective et la formation
des jonctions entre les cellules épithéliales en restreignant
spatialement CDC-42 actif au niveau des jonctions cellule-cellule.
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ABSTRACT

Collective epithelial cell migration requires the maintenance of cell-
cell junctions while enabling the generation of actin-rich protrusions
at the leading edge of migrating cells. Ventral enclosure of
Caenorhabditis elegans embryos depends on the collective
migration of anterior positioned leading hypodermal cells towards
the ventral midline where they form new junctions with their
contralateral neighbours. In this study, we characterized the zygotic
function of RGA-7/SPV-1, a CDC-42/Cdc42 and RHO-1/RhoA-
specific Rho GTPase-Activating Protein, which controls the
formation of actin-rich protrusions at the leading edge of leading
hypodermal cells and the formation of new junctions between
contralateral cells. We show that RGA-7 controls these processes in
an antagonistic manner with the CDC-42 effector WSP-1/N-WASP
and the CDC-42-binding proteins TOCA-1/2/TOCAl. RGA-7 is
recruited to spatially distinct locations at junctions between
adjacent leading cells, where it promotes the accumulation of
clusters of activated CDC-42. It also inhibits the spreading of these
clusters towards the leading edge of the junctions and regulates
their accumulation and distribution at new junctions formed
between contralateral leading cells. Our study suggests that RGA-7
controls collective migration and junction formation between
epithelial cells by spatially restricting active CDC-42 within cell-cell

junctions.
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INTRODUCTION

Collective migration of epithelial cells is characterized by
maintaining cell-cell adhesion whilst creating an antero-posterior
polarity essential for directional migration (Khursheed and
Bashyam, 2014). It plays an important role in organ
morphogenesis, tissue regeneration and tumour dissemination
(Friedl and Gilmour, 2009). Collective migration is also required for
dorsal and ventral enclosure in Drosophila melanogaster (Bastock
and Strutt, 2007) and Caenorhabditis elegans, respectively
(Chisholm and Hardin, 2005a).

The late phase of C. elegans embryonic development includes
epidermal morphogenic events that enable the embryo to acquire
its final tubular shape (Chisholm and Hardin, 2005a). One of these
events, termed ventral enclosure, involves the migration of ventral
hypodermal cells towards the ventral midline to cover the embryo
in an epidermal layer. This event occurs in two phases. In the first
phase, the anterior ventral hypodermal cells - referred to as the
leading cells, migrate towards the ventral midline using large actin-
rich protrusions, where they form junctions with their contralateral
neighbours (Chisholm and Hardin, 2005a). Afterwards, the
posterior ventral hypodermal cells, called the pocket cells, migrate
towards the ventral midline using a contraction-dependent, purse-
string mechanism, which is still poorly described (Williams-Masson
et al., 1997). These migratory mechanisms are supported by
signals from underlying neuroblasts (Chisholm and Hardin, 2005a).
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During ventral enclosure, Rho GTPases control hypodermal cell
migration in a cell-autonomous manner. Rho GTPases are molecular
switches controlling a wide-range of cellular functions including
shape changes and cell migration (Takai et al., 2001). They cycle
between an "ON” GTP-bound form, during which they interact with
specific effectors, and an "“OFF” GDP-bound form. They are
regulated by Guanine nucleotide-Exchange Factors (GEFs) and
GTPase-Activating Proteins (GAPs). The Rho GTPase CED-10/Racl
regulates early migration of leading and pocket cells during ventral
enclosure through the activation of effectors, including GEX-1/WVE-
1/Scar and the ARP2/3 complex to promote remodelling of the actin
cytoskeleton (Lundquist et al., 2001; Withee et al., 2004). An
additional pathway involving another potential effector of CED-10,
the ENA/VASP UNC-34, was shown to specifically control the
protrusive activity of leading cells in parallel with the CDC-42-
effector WSP-1/N-WASP/WASp (Withee et al., 2004; Sheffield et
al., 2007). In mammals, regulation of actin cytoskeleton
remodelling and membrane trafficking by N-WASP/WASp and Cdc42
has been shown to depend on the F-BAR proteins TOCA1/FBP17
(Pichot et al., 2010). While CDC-42 has not been directly studied in
C. elegans ventral enclosure, the two redundant homologs of
TOCA1, toca-1 and toca-2 were shown to control endocytosis of
junctional proteins at that stage together with WSP-1 (Chiara
Giuliani et al., 2009a). Another Rho GTPase, RHO-1/RhoA and its
effector LET-502/ROCK may also control myosin-dependent
contraction events during ventral enclosure (Fotopoulos et al.,
2013).
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Coordinating the different Rho GTPases and generating spatially
distinct active zones at the leading edge of migrating fibroblasts is
required for the generation of actin-rich protrusions (Pertz, 2010).
Spatially controlling the activity of the different Rho GTPases at
cell-cell junctions is important for the transmission of forces from
the leading cells to those that follow (Friedl et al., 2014a) and for
the maintenance of cell-cell junction integrity (Hidalgo-Carcedo et
al., 2011). Antagonism between Cdc42 and RhoA at cell-cell
junctions reduces actomyosin contractility between collectively
migrating cells, which enables better coordination of their
movement (Hidalgo-Carcedo et al., 2011). In collectively migrating
MDCK cells, active RhoA is found at the front of the leading cell(s),
while active Cdc42 is restricted to more posterior/back locations
(Reffay et al., 2014). Similarly, spatially distinct concentric zones of
active RhoA and Cdc42 form in Xenopus oocytes during wound-
healing (Benink and Bement, 2005). This suggests that the spatial
restriction of active Rho GTPases is evolutionary conserved and
important for collective migration.

Signalling mechanisms spatially controlling active Cdc42 have been
described in the yeast Saccharomyces cerevisiae (H.-O. Park and
Bi, 2007). The clustering of active Cdc42 at the bud site involves
exocytic mechanisms targeting Cdc42 from intracellular
compartments to the plasma membrane. It also involves feed-
forward loops in which active Cdc42 controls exocytic mechanisms
promoting its own accumulation and activation by GEFs at forming
clusters (Harris and Tepass, 2010). The spatial restriction of active
Cdc42 aiso involves actin-dependent endocytosis, and the
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recruitment of Rho GAPs to the bud site (H.-O. Park and Bi, 2007;
C.-F. Wu and Lew, 2013). These studies highlight the
interdependence of the spatial regulation of active Cdc42 and
membrane trafficking, and the critical role for Cdc42-specific GAPs
and GEFs in these processes in yeast.

In the epithelia of multicellular organisms, the mechanisms
controlling the spatial distribution of active Cdc42 are less well
understood. Membrane trafficking was however shown to spatially
control the targeting of active Cdc42 at the leading edge of
migrating primary rat astrocytes (Osmani et al., 2010). The
function of Cdc42 in regulating actin-dependent endocytosis
together with the F-BAR protein TOCA1/FBP17 and N-WASP/WSP-1
and endocytic recycling events at cell junctions is also well
established in multicellular organisms (Andrea Leibfried et al.,
2008a; Chiara Giuliani et al., 2009a; Bu et al., 2010; Harris and
Tepass, 2010). Whether regulation of membrane trafficking by
Cdc42 contributes to the spatial regulation of its active zone at the
junctions between epithelial cells is, to date, unknown. Feed-
forward loops involving N-WASP/WASp and Cdc-42-specific GEFs
(Hussain et al., 2001; Kovacs et al., 2011; Humphries et al., 2014),
as well as feedback mechanisms involving recruitment of Rho GAPs
to prevent excessive activation of Cdc42 at cell-cell junctions were
also described in the epithelia of multicellular organisms (Elbediwy
et al., 2012). However, whether these mechanisms spatially control
active Cdc42 at cell junctions and collective migration of epithelial

cells is also still unknown.
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In this study, we characterized the function of the Rho GTPase-
Activating Protein 7 (rga-7) during C. elegans ventral enclosure.
This gene, called also spv-1 (Spermatheca variant 1), encodes a
protein containing a RhoGAP domain, an F-BAR domain that
interacts with curved membranes, and a C1 domain that may
interact with diacylglycerol (DAG) (PeiY. Tan and Zaidel-Bar,
2015b). RGA-7/SPV-1 was previously shown to regulate the activity
of RHO-1/RhoA in the spermatheca during expulsion of embryos
towards the uterus, and has three close human homologs: GMIP,
ARHGAP29/PARG1 and HMHA1 (Pei Y. Tan and Zaidel-Bar, 2015b).
We show here that RGA-7 displays GAP activity towards CDC-42 in
addition to RHO-1/RhoA. RGA-7 is required for migration of leading
cells towards the ventral midline and to regulate the dynamics of
junction formation between contralateral leading cells. We also
show that RGA-7 functions in parallel with LET-502/ROCK and
antagonistically with WSP-1/N-WASP and TOCA-1/2/TOCA1/FBP17.
RGA-7 regulates the accumulation and distribution of active CDC-42
clusters at the junctions between adjacent leading cells and
between contralateral leading cells. Our data suggest that spatial
regulation of active CDC-42 at the cell-cell junctions by RGA-7 plays
an important role in the ability of leading cells to migrate
collectively towards the ventral midline and also regulates junction

expansion between contralateral cells.



61

RESULTS

RGA-7 is expressed in the hypodermis and controls ventral

enclosure in a cell autonomous manner

To gain a better understanding of the regulation of Rho GTPases
during ventral enclosure, we searched for available strains carrying
mutations in genes encoding for Rho GTPase regulators and
displaying ventral enclosure defects. We obtained a strain carrying
a 577 bp deletion within rga-7 from the C. elegans genetic center
(CGC), that was previously described as a loss-of-function mutation
(Pei Y. Tan and Zaidel-Bar, 2015b) (Fig. S1 A). We observed that
rga-7(ok1498) hermaphrodites laid 27.9 % =+ 3.5 SEM dead
embryos (N =227; Fig. 12 A). Imaging rga-7(ok1498) embryonic
development revealed that 62.9% (34 out of 54) of embryos
displayed morphogenic problems during late embryogenesis: 9.3%
(5 out of 54) of the embryos arrested their development during
ventral enclosure (Fig. 12 B, D and Video 1); 11.1% (6 out of 54)
arrested during elongation (arrow; Fig. 12 B, E and Video 2); and
37%, (20 out of 54) displayed slow ventral enclosure — defined as
ventral enclosure that lasted for more than 1 hour at 25°C - but
hatched and developed into adults (Fig. 12 B). A small proportion of
embryos arrested before morphogenesis (7.4%; 4 out of 54; Fig.
12B) and 3.7%, (2 out of 54) displayed spherical eggshells and died
at various stages of embryonic development (Egg-shells defects;
Fig. 12 B). Finally, 31.5% (17 out of 54) developed normally into
adults and did not display any of the above phenotypes.



62

We crossed rga-7(ok1498) hermaphrodites with wild-type (wt)
males and found that the ventral enclosure defects observed in rga-
7 mutant embryos are due to zygotic requirements for the gene
(see supplementary data; Fig. S1 B). We also tested whether rga-7
loss-of-function was responsible for the embryonic lethality (Emb)
phenotype observed in 0k1498 carrying animals using rescue
experiments. To do so, we characterized the molecular structure
and expression of rga-7 in embryos (see supplementary data; Fig.
S1 A; C and D). This revealed that rga-7 codes for three transcripts
with the two larger ones, rga-7/ and rga-7m detected in embryos
(see supplementary data; Fig. S1 A; C and D). We then generated
transgenic animals carrying sajlIs22[rga-7p::rga-7::GFP; unc-
119R], driving the expression of a fusion protein between RGA-7
and the green-fluorescent protein (GFP) under the control of the
rga-7p endogenous promoter (Fig. S2 A, see methods). RGA-
7:.:GFP was detectable in several cells of the embryo during ventral
enclosure where it accumulated as perinuclear punctate structures
(Fig. 12 H). RGA-7::GFP was more tubular during early elongation
(arrow; Fig. 12 I). During late elongation, it was mainly expressed
in the dorsal and ventral hypodermal cells where it organized itself
into stripes reminiscent of filamentous actin bundles (Chisholm and
Hardin, 2005a) (Fig. 12 J). RGA-7::GFP was also expressed in a
wide-range of cells in larvae and adults including the hypodermis,
head and tail neurons and spermatheca (Fig. S2 B-D respectively).
Embryos expressing sajls22 did not present any significant Emb
and no significant delay during ventral enclosure compared to wild-
type (wt) embryos (Fig. 12 A and B). When expressed in rga-
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7(0k1498) hermaphrodites, this transgene fully rescued rga-
7(ok1498)-associated Emb and ventral enclosure defects (Fig. 12 A,
B and F). Our results suggest that the mutation in rga-7(ok1498) is
responsible for the ventral enclosure defects observed in the

mutant strain and that sajIs22 expresses functional RGA-7 protein.

Ventral enclosure defects arise in embryos carrying mutations in
genes required either in the hypodermis for their migration, or in
the underlying neuroblasts (Chisholm and Hardin, 2005a). To
assess if rga-7 is required in the hypodermis during ventral
enclosure, we generated transgenic animals expressing RGA-7::GFP
under the control of the hypodermal specific promoter /in-26p
(sajIs20[lin-26p::rga-7::GFP; unc-119R]; Fig. S2 A). rga-
7(0k1498) mutant embryos expressing this transgene did not
display any Emb phenotypes or ventral enclosure defects (Fig. 12 A,
B, G and Video 3), suggesting that rga-7's function is required in
the hypodermal cells during ventral enclosure.
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Figure 12. rga-7 controls ventral enclosure. (A) Percentage of
Embryonic lethality (Emb) is measured for each indicated genotypes (B)
Percentages of embryonic defects are indicated for each genotype. (C-G)
Embryonic development progress for wt (C), rga-7(ok1498) (D-E), rga-
7(0k1498);sajls22[rga-7p::rga-7::GFP] (F) and rga-
7(0k1498);sajls20[lin26p::rga-7::GFP] (G). Time = 0 min corresponds to
the time when leading cells start to be observable ventrally (arrows).
Expression pattern of RGA-7::GFP in sajls22[rga-7p::rga-7::GFP] animals
during ventral enclosure (H); early elongation (I) and late elongation (J).
Arrow in (I) indicates tubular structures enriched in RGA-7::GFP. Scale

bar = 10 um.
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RGA-7 is a GAP for CDC-42 and RHO-1 and controls ventral
enclosure in an antagonistic manner with WSP-1/N-
WASP/WASp and in parallel with LET-502/ROCK.

RGA-7 contains a RhoGAP domain that may play an important role
during ventral enclosure. To assess the specificity of RGA-7 GAP
activity, we tested the ability of the recombinant RhoGAP domain of
RGA-7 to catalyze the GTPase activity of the six Rho GTPases
identified in the C. elegans genome (Fig. 13 A; see Methods). We
found that the RGA-7 GAP domain had significant GAP activity
towards CDC-42 and, to a lesser extent (~10X less), towards RHO-
1/RhoA but it did not have any significant GAP activity towards the
other GTPases tested (Fig. 13 A). We then assessed if RGA-7
regulates CDC-42 and/or RHO-1 during ventral enclosure. Maternal
disruption of cdc-42 and rho-1 causes defects during early
embryogenesis due to their requirement for cell polarity and/or
cytokinesis (Kumfer et al., 2010). Therefore, we assessed the
requirement for RGA-7 function during ventral enclosure by
monitoring genetic interactions between rga-7(0k1498) and
mutants of CDC-42 and RHO-1-specific effectors shown to control
ventral enclosure: WSP-1/N-WASP/WASp and LET-502/ROCK (Sawa
et al., 2003, Sawa and Takenawa, 2006, Fotopoulos et al., 2013).
wsp-1(gm324) and let-502(sb118ts) alleles have been described as
null and/or strong loss-of-function alleles at 20°C and 25.5°C
respectively (Withee et al., 2004; Lin et al., 2012). Embryos
carrying wsp-1(gm324) displayed slow ventral enclosure, ventral
enclosure arrest and arrest during early elongation with internal

cells extruding from the embryos as observed by DIC microscopy
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(Fig. 13 B, D-F and Video 4). As expected, in light of the known
functions of /et-502 during early embryogenesis, ventral enclosure
and elongation (A. J. Piekny et al., 2000), 25% of embryos carrying
the Jet-502(sb118ts) and grown at 25.5°C arrested their
development during ventral enclosure and 70.6% (9 out of 12)
displayed slow ventral enclosure defects and arrested as non-
elongated larvae (Fig. 13 B; Video 5). Interestingly, rga-7(ok1498);
wsp-1(gm324) developed normally with no visible ventral enclosure
defects (Fig. 13 B, G and Video 6). On the other hand, our results
show that /et-502(sb118ts) is synergistic with rga-7(ok1498);
double mutant embryos at 25.5°C were 80,4% Emb (N = 51) with
25.5% of embryos arresting at an early stage of ventral enclosure,
41.2% arresting during early elongation with internal cells
extruding from the embryos (Fig. 13 B, H, I and Video 7) and
13.7% dying at pre-morphogenic stages (Fig. 13 B). These data
suggest that rga-7 functions antagonistically with wsp-1 and in
parallel with /et-502 during ventral enclosure. These data also
support the hypothesis that rga-7 may function in the cdc-42/wsp-1
pathway and in parallel with rho-1/let-502(ROCK) during ventral
enclosure. The fact that rga-7 and wsp-1 mutants display similar
ventral enclosure defects and mutually rescue each other is

intriguing.

N-WASP/WASp was shown in several systems to be involved in
feed-forward loops promoting Cdc42 activation by GEFs (Hussain et
al., 2001; Kovacs et al., 2011; Humphries et al., 2014). In light of
this, we hypothesize that during ventral enclosure, WSP-1 and
RGA-7 control CDC-42 activation and inactivation, respectively.
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Following this hypothesis, the balance of CDC-42 cycling and
consequently its function may be restored in the rga-7;wsp-1
double mutant, although it would be reduced compared to wt.
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Figure 13. RGA-7 is a GAP for CDC-42 and RHO-1 and controls
ventral enclosure in an antagonistic manner with WSP-1 and in
parallel with LET-502. (A) The rate of GTP remaining bound on
recombinant GTPases after 5 min incubation in presence of 10 or 100 nM
of recombinant GAP domain of RGA-7 compared to control (OnM RGA-7) is
indicated. (B) Percentages of embryonic defects for indicated genotypes.
Phenotypes indicated by different shades of grey are associated to
embryonic lethality (C-I) Embryonic development progress from time = 0
min corresponding to the time when leading cells start to be observable
ventrally (Arrows), for wt (C), wsp-1(gm324) (D-E), let-502(sb118ts) at
25.5°C (F), rga-7(ok1498);wsp-1(gm324) (G) and rga-7(ok1498);let-
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502(sb118ts) at 25.5°C (H-I). Scale bar = 10 um. * T-test P-value <
0.05

RGA-7 controls the formation of actin-rich protrusions at the

leading edge of leading cells

To gain a better understanding of the cellular function of rga-7, we
assessed if it controls the formation of actin-rich protrusions at the
leading edge of leading cells during ventral enclosure, as
demonstrated for wsp-1 (Sawa et al., 2003). To do so, we
expressed the filamentous actin-binding probe /lin-26p::VAB-
10(ABD)::GFP in hypodermal cells of wt (Video 8) or mutant
animals (Video 9 and Video 10) and measured the size of
protrusions in leading (LCs; anterior — Figure 14I) and pocket cells
(PCs; posterior — Fig. 14 I) as previously described (Sheffield et al.,
2007). Briefly, the length of the protrusions formed by the LCs (red
thick line; Figure 14 A-I) was measured, as well as the width of
these cells (Fig. 14 I). The protrusion rate of leading cells was then
calculated as the length of protrusions versus the width of these
cells. Similar measurements were made for the pocket cells. Both
wsp-1(gm324) and rga-7(ok1498) embryos displayed a significant
reduction in the LC protrusion rate compared to wt embryos, (t-test
P-values = 10! and 10™'* respectively; compare Fig. 14 A with B
and C; Fig. 14 J), but did not display any change in their PC
protrusion rates (Fig. 14 K). Double rga-7(0k1498); wsp-1(gm324)
mutant embryos displayed a significantly increased protrusion rate
for the LCs compared to rga-7(0k1498) and wsp-1(gm324) animals
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(t-test P-values = 10°® and 107! respectively; Fig. 14 J), though
still significantly lower compared to wt embryos (t-test P-value =
0.002; Fig. 14 J). In addition, while rga-7(ok1498); wsp-1(gm324)
embryos enclosed faster than single mutants (compare Fig. 14 D to
B and C), they were still delayed when compared to wt embryos
(compare Fig. 14 D to A). These data suggest that rga-7 and wsp-1
control the formation of actin-rich protrusions in the LCs in an
antagonistic manner. In addition, the loss of both rga-7 and wsp-1
function only partially restored the ability of the LCs to form actin-
rich protrusions and to migrate towards the ventral midline.

Since RGA-7 may negatively regulate CDC-42 activity during
ventral enclosure, and WSP-1 activity may depend on active CDC-
42 and/or promote its activation, we propose that the misregulation
of CDC-42 activity should cause ventral enclosure defects similar to
those seen in rga-7(ok1498) and wsp-1(gm324) embryos. Over-
expressing CFP::CDC-42 in the hypodermal cells using the /in-26p
promoter triggered a significant reduction in the protrusion rate of
LCs (t-test P-value =10%; Fig. 14 J), while causing a significant
increase in the PC protrusion rate when compared to wt embryos
(t-test P-value =10°, Fig. 14 K). Moreover, CFP::CDC-42
expressing embryos had delayed ventral enclosure compared to wt
embryos (compare Fig. 14 E and A) and 72.2% of them (13 out of
15 embryos) failed to complete ventral enclosure. Interestingly,
over-expression of CFP::RHO-1 in the hypodermal cells did not
significantly alter the LC protrusion rate (Fig. 14 F and J), but
significantly increased the PC protrusion rate (t-test P-value = 10°
1. Fig. 14 K). Moreover, the LCs of the CFP::RHO-1 embryos
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migrated in a similar manner as in wt embryos, while the PCs were
delayed (compare Fig. 14 F and A). Supporting the predominant
role of CDC-42 regulation over that of RHO-1 during LC migration,
the average intensity of over-expressed CFP::RHO-1 was
approximately 1.67-fold as high as CFP::CDC-42 (Fig. S3 A). These
data suggest that misregulation of CDC-42, but not of RHO-1, may
be responsible for the reduced protrusion rate of LCs in rga-
7(0k1498) embryos.

The F-BAR proteins TOCA1/FBP17 and their orthologs in C. elegans
TOCA-1 and TOCA-2, control actin cytoskeleton remodelling and
membrane trafficking together with WSP-1/N-WASP/WASp and
CDC-42 (Pichot et al., 2010). We then assessed whether rga-7 may
antagonize toca-1/2 functions during ventral enclosure, similar to
wsp-1. To do so, we submitted rga-7(0k1498) and wt animals
expressing VAB-10(ABD)::GFP to RNAI against toca-1 and toca-2
and measured the protrusion rate of LCs and PCs during ventral
enclosure. toca-1/2(RNAi) embryos did not display any change in
their LC protrusion rate relative to wt embryos (Fig. 14 J]), but the
protrusion rate of the PCs was significantly higher (t-test P-value =
0.0009; Fig. 14 K). However, the protrusion rate of the LCs was
significantly increased in rga-7(0k1498); toca-1/toca-2(RNAi)
compared to rga-7(ok1498) animals (t-test P-value= 0.006; Fig. 14
J). These data suggest that rga-7 controls the formation of actin-
rich protrusions in the leading cells in an antagonistic manner with
wsp-1 and toca-1/2, possibly by regulating CDC-42 activity. In
addition, in the absence of both rga-7 and wsp-1/toca-1/2, a
parallel pathway drives the formation of actin-rich protrusions in
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the LCs, which is slightly less efficient than the rga-7/wsp-1
pathway(s).

Leading cells (LC)
Pocket cells (PC)

Leading edge
Cell width

(10) (16) (10) (16) (10) (10) (10) (10)
I B
L i ¥
| L]
i = i |

|
YYriv11-
AT | \ A

26p::

CFP::CDC-42
" B

CFP:RHO-1 .

! | - ! : ! I
toca-1(RNAI); hi Y * * e

tocs-2(RNAI);
: ; ~ - N - g N
= AEERRE:
858§

Figure 14. rga-7 controls the protrusive activity of leading cells
during ventral enclosure. Time-lapse confocal microscopy of ventral
enclosure in wt (A), and indicated genotypes (B-H). Except
lin26p::CFP::CDC-42 (E) and /in26p::CFP::RHO-1 (F), all strains
expressed a /in-26p::VAB-10(ABD)::GFP transgene. The protrusion
measured to calculate the protrusion rate are indicated by a red line in
the right panel of each time course (red line). Scale bar = 10 um. (I)
Schematic representation of an embryo indicating measured protrusions
(thick line) and cell width (thin lines) for leading cells (red) and pocket
cells (blue) (J-K). Violin plots representing the distribution of protrusion
rate for leading cells (LC; J) and pocket cells (PC; K) for animals of
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indicated genotypes. Black and orange lines represent average protrusion
rate for wt and rga-7(ok1498) embryos respectively. Number of
quantified embryos is indicated for each genotype. * T-test vs wt P-value
< 0.001, * T-test vs rga-7(ok1498) P-value < 0.02.

RGA-7::GFP is recruited to cell-cell junctions

To better understand the molecular function of RGA-7 in leading
cells during ventral enclosure, we assessed its subcellular location
in these cells. To do so, we used embryos expressing RGA-7::GFP
and the actin-binding probe VAB-10(ABD)::mCherry under the
control of the hypodermal promoter /in-26p (Fig. 15). As observed
in transgenic animals expressing RGA-7::GFP under the control of
its own promoter (Fig. 15 H), the fusion protein was found mainly
at punctate and tubular structures within the cytosol of ventral
hypodermal cells during ventral enclosure (Fig. 15). It was also
excluded from the actin-rich protrusions observed at the leading
edges of both leading and pocket cells (orange line; Fig. 15 A and
B). We measured RGA-7::GFP intensity along the junction located
between adjacent leading cells (dashed arrow; Fig. 15 C), and
identified two subdomains: the distal junction located within 4 zm
from the edge of the junction (light blue line; Fig. 15 A) and the
proximal junction located between 4 and 7 u» m from this edge
(dark blue line; Fig. 15 A). RGA-7::GFP was excluded from distal
junctions (Fig. 15 C) and was found to form clusters with variable
intensities along the proximal junction (Fig. 15 C). During the later
stages of ventral enclosure, we measured the levels of RGA-7::GFP
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at new junctions that form and expand between contralateral
neighbouring cells (red line; Fig. 15 A). RGA-7::GFP was excluded
from expanding junctions immediately after collision of contralateral
cells (Fig. 15 D and F) and was found to form clusters with variable
intensities along the junction in fully enclosed embryos (Fig. 15 E
and G). These data suggest that RGA-7::GFP is recruited to
proximal junctions between adjacent leading cells and at a late
stage of junction formation between contralateral cells.
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Figure 15. RGA-7::GFP is located at intracellular compartments
and recruited to cell-cell junctions. (A) Schematic representation of
embryos during ventral enclosure. The leading edge, distal and proximal
junctions between adjacent cells (left panel) as well as expanding
junctions between contralateral cells (right panel) are indicated by
orange, blue and red lines respectively. (B-G) Z-projection confocal
images for sajls20[lin-26p::rga-7::GFP]; mcls40[lin-26p::VAB-
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10(ABD)::mCherry + myo-2p::GFP] embryos during ventral enclosure.
RGA-7::GFP (left panel and green in merge) and F-actin-binding probe
(middle panel and red in merge) are shown at leading edge of pocket cells
(B); Distal and proximal junctions between adjacent leading cells (C);
Embryo and expanding junctions between colliding contralateral leading
cells (D and F), Fully enclosed embryo and fully expanded junctions
between contralateral cells (F and G). Plain arrow in G represent RGA-
7::GFP at intracellular tubular structures. Scale bar (D and E) = 10 um
and (B, C, F and G) = 2 um. Dashed arrows indicate the line-scans used
to generate the intensity plots associated to each panel (B, C, F and G)) N
= number of embryos submitted to this analysis; 3 to 10 measurements

were done per embryo.

RGA-7 promotes the accumulation of active CDC-42 to

proximal junctions between adjacent leading cells

In light of the subcellular localisation of RGA-7::GFP at proximal
junctions and the known function of WSP-1 in actin-cytoskeleton
remodelling, we measured the accumulation of F-actin along the
junctions between adjacent leading cells. We found that rga-7, wsp-
1 and toca-1/2 control the accumulation of F-actin at the distal
junctions (see supplementary data; Fig. S4). These data also
revealed that the parallel pathway driving the formation of actin-
rich protrusions in LCs in rga-7(0k1498),wsp-1 and rga-7(ok1498);
toca-1/2(RNAi) double mutants does not drive F-actin accumulation
at distal junctions as efficiently as rga-7/wsp-1/toca-1/2
pathway(s) (see supplementary data; Fig. S4).
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We then determined whether RGA-7 controls the activation levels of
CDC-42 at proximal and distal junctions. To do this, we first
assessed the distribution of hypodermally-expressed CFP::CDC-42
at junctions between adjacent LCs (Fig. 16 A and B; arrow head
indicates distance = 0 um). We observed that CFP::CDC-42
accumulates at proximal junctions rather than distal junctions (Fig.
16 B and C). We then expressed a probe in hypodermal cells that
contains the Cdc42/Rac interactive binding (CRIB) domain of WSP-1
fused with mCherry, which was previously shown to specifically
detect the active form of CDC-42 (Kumfer et al., 2010). We
expressed this probe together with VAB-10(ABD)::GFP in wt and
rga-7(0k1498) animals. WSP-1(CRIB)::mCherry accumulated at
junctions between adjacent LCs and PCs (Fig. 16 D). Interestingly,
this probe was enriched at the proximal junctions between adjacent
LCs (arrow; Fig. 16 D and E) and was significantly reduced in rga-
7(0k1498) embryos (one-way ANOVA; genotype effect, distance
between 4 and 6 um ; P-value = 10°%; Fig. 16 D and E). These
data suggest that RGA-7 is required for the accumulation of active
CDC-42 at proximal junctions between adjacent leading cells.
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Figure 16. rga-7 controls the accumulation of activated CDC-42 at
the proximal junctions between adjacent leading cells. (A)
Schematic representation of embryos indicating the location of the distal
and proximal junctions between adjacent leading cells. (B) Transgenic
embryo expressing CFP::CDC-42 in the hypodermis. Arrow-head indicates
the reference point of intensity plots (distance = 0 pym in (C)). (C)
Intensity plot showing the accumulation of CFP:;CDC-42 along the distal
and proximal junctions between adjacent leading cells. (D) Spatial
distribution of activated CDC-42 binding probe (WSP-1(CRIB)::mCherry
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respectively) in wt and rga-7(ok1498) embryos during ventral enclosure
(left panel) and in fully enclosed embryo (right panel). Scale bars = 10
mm. Arrows indicate junctions with high accumulation of the probe in wt.
(E) Quantification of WSP-1(CRIB)::mCherry accumulation along the
junctions between adjacent leading cells in wt and rga-7(ok1498) animals
(distance = 0 is located at the edge of the distal junction). Arrows
indicate the site of maximal probe accumulation at proximal junction.

Student T-test P-values are indicated. N = number of embryos quantified.

The accumulation of CDC-42 at subdomains of the plasma
membrane, is regulated by CDC-42-specific GAPs and GEFs (H.-O.
Park and Bi, 2007; Harris and Tepass, 2010). Although counter-
intuitive, since loss-of-function of a CDC-42-specific GAP would be
expected to lead to an accumulation of active CDC-42, our data,
using both CFP::CDC-42 and WSP-1(CRIB)::mCherry expressing
animals, are consistent with a role for RGA-7 in regulating the
localization of CDC-42 at cell-cell junctions. Unfortunately, we were
unable to create transgenic lines expressing CFP::CDC-42 in rga-
7(0k1498) likely as a result of synthetic lethality. These data
suggest that RGA-7 controls the accumulation of active CDC-42 at
proximal junctions, presumably by regulating the targeting of CDC-

42 at this specific location.
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RGA-7, WSP-1 and TOCA-1/2 control junction expansion

between contralateral cells

In the initial phase of epithelial cell-cell junction formation, Racl
and Cdc42 are activated and control the expansion of the junctional
surface through N-WASP/WAVE2/Arp2/3-mediated actin
polymerization (Citi et al., 2014). They also promote directed
targeting of membrane vesicles to cell junctions, and the
accumulation of junctional proteins (Citi et al., 2014). Considering,
the genetic interaction of rga-7 and wsp-1 during ventral enclosure
(Fig. 16 and 3), and the recruitment of RGA-7::GFP to expanding
junctions between contralateral cells upon enclosure (Fig. 14 A, F
and G), we determined the function of rga-7, wsp-1 and toca-1/2

during the expansion of these junctions.

We monitored the accumulation of filamentous actin (F-actin) at
expanding junctions between contralateral leading cells (red line,
Fig. 15 A) in embryos expressing the actin-binding probe VAB-
10(ABD):: mCherry together with the junctional marker AJM-1::GFP
(Fig. 17 A). F-actin began accumulating at the site of collision
between contralateral leading cells before AJM-1::GFP (time = 0
min; Fig. 17 A). AIJM-1.:GFP started to accumulate at the
expanding junctions between 6 and 8 minutes post-collision (Fig.
17 A). By following F-actin, we measured changes in the length of
the expanding junctions over time in wt and mutant embryos
expressing the actin-binding probe VAB-10(ABD)::GFP (arrows; Fig.
17A). The arrows in Figure 14 A indicate the extremities of the line-

scans used to perform these measurements. We also used these
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values to calculate the expansion rate of mutants versus wt
embryos (Fig. 17 C; empty cells indicate an expansion rate not
significantly different than 1; two-way ANOVA without interaction;
genotype effect P-value > 0.05). This analysis revealed that in wsp-
1(gm324) embryos, junction expansion was significantly reduced
between 2 and 6 min after collision compared to wt embryos (Fig.
17 B and C; one-way ANOVA; P-value = 0.006) and accelerated
between 8 and 16 min (Fig. 17 B and C; one-way ANOVA; P-value
= 0.0004). From 8 min after collision, junctions expanded 1.5 to
1.7-fold faster in rga-7(ok1498) mutants and 1.3 to 1.6-fold faster
in toca-1/2(RNAi) than in wt embryos (one-way ANOVA; P-value =
1.92 .10® and 5.7 .10°® respectively; Fig. 17 A-C). rga-
7(0k1498),wsp-1(gm423) and rga-7(ok1498),;toca-1/2(RNAi)
embryos displayed expansion rates similar to wt embryos (Fig. 17 B
and C).
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Figure 17. rga-7, wsp-1 and toca-1/2 regulate the expansion of
the junctions between contralateral leading cells. (A) Time-lapse
confocal images showing the junction expansion from collision between
contralateral leading cells (O min), in wt animals expressing AJM-1::GFP;
VAB-10(ABD)::mCherry as well as wt and rga-7(ok1498) animals
expressing VAB-10(ABD)::GFP probes. Arrows indicate the edge of
expanding junctions. (B) Average size of junctions between contralateral
leading cells for wt and mutant animals expressing VAB-10(ABD)::GFP
probe at indicated time after collision (time = 0 min). Error bars indicate
SEM. (C) This table contains ratio of junction size for mutants vs wt for
each time-point (see methods). Ratio higher than 1 (red cells) or lower
than 1 (blue cells) indicate that cell-cell junctions expand significantly
faster or slower in mutant than wt. White cells indicate that the size of the

junctions of mutant and wt are not significantly different.
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These data suggest that wsp-1 promotes junction expansion at an
early stage of junction formation (up to 8 min after cell collision) as
shown in mammals (Citi et al., 2014), and subsequently displays an
anti-expansion function together with rga-7 and toca-1/2. In
addition, rga-7 antagonizes wsp-1 and toca-1 anti-expansion

functions.

We also measured F-actin accumulation during junction expansion
between contralateral LCs in wt and mutant animals (see
supplementary data; Fig. S5 A). This analysis revealed that (i) rga-
7, wsp-1 and toca-1/2 control the accumulation of F-actin at these
junctions in a synergistic manner; and (ii) that F-actin accumulation
is regulated differently by rga-7, wsp-1 and toca-1/2 at distal
junctions between adjacent LCs and at expanding junctions

between contralateral cells.

RGA-7 controls the accumulation and distribution of active
CDC-42 at cell junctions

Given that that RGA-7 promotes the accumulation of active CDC-42
at proximal junctions between adjacent leading cells (Fig. 16 D), we
measured this accumulation at expanding junctions between
contralateral leading cells (red line; Fig. 15 A) in wt and rga-
7(0k1498) embryos. To do so, we measured the accumulation of
the WSP-1(CRIB)::mCherry probe across the expanding junctions
identified with the VAB-10(ABD)::GFP marker (dashed yellow line;
Fig. 18 A). This analysis revealed that WSP-1(CRIB)::mCherry
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accumulated significantly less at expanding junctions in rga-
7(0k1498) embryos than in wt (Fig. 18 B; t-test P-value = 0.005).
This suggests that RGA-7 promotes the accumulation of active
CDC-42 at expanding junctions between contralateral leading cells.

We then assessed the distribution of RGA-7::GFP fusion protein at a
late stage of junction expansion (> 8 min after collision). This
analysis revealed that RGA-7::GFP was centrally positioned within
the expanding junctions (Fig. 18 C) — RGA-7::GFP was excluded
from the domains of the junctions located on average 1.94 ym %
0.323 SEM from the anterior and the posterior extremities of the
expanding junctions (measured on 6.26 to 9.8 u m-wide expanding

junctions; N = 6 embryos; Fig. 18 C).

Our study revealed that F-actin, RGA-7::GFP and active CDC-42
form clusters of variable intensities along cell-cell junctions (Fig. 15
C and G; Fig. 18 A and C). We then investigated the distribution of
these clusters at cell-cell junctions in wt and rga-7 mutant animals
(see Methods). Measurement of the average distance between
RGA-7::GFP and F-actin clusters (A-G; Fig. 18 E) revealed that this
distance was significantly lower than the distance observed
between F-actin clusters (A-A; Fig. 18 E; t-test P-value < 0.00018)
and between RGA-7::GFP clusters (G-G; Fig. 18 E; t-test P-value <
6.9 .10°) at expanding, distal and proximal junctions (Fig. 18 D
and E). This suggests that RGA-7::GFP accumulates close to F-actin
clusters at cell-cell junctions.
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Similarly, analysis of the distribution of WSP-1(CRIB)::mCherry
clusters revealed that they were also distributed in close proximity
to F-actin clusters in wt animals (A-C; Fig. 18 F; t-test between A-C
and C-C P-value < 0.003). Moreover, the average distance between
WSP-1(CRIB)::mCherry and F-actin clusters did not significantly
vary between wt and rga-7(ok1498) mutant animals (Fig. 18 G; t-
test P-value > 0.05). This suggests that active CDC-42 accumulates
close to F-actin clusters and that rga-7 function is not required to
ensure this relative positioning.

Interestingly, while the average density of WSP-1(CRIB)::mCherry
(defined as the number of clusters per micrometer of junction;
clusters/x m; Fig. 18 H) was similar at all junctions in wt animals,
this density was significantly higher at distal junctions in rga-
7(0k1498) animals (Fig. 18 H; t-test P-value = 0.012). This
suggests that RGA-7 inhibits the formation/maintenance of active
CDC-42 clusters at distal junctions between adjacent LCs. In
addition, the average distance between WSP-1(CRIB)::mCherry
clusters was significantly higher at the expanding junctions in rga-
7(0k1498) mutants compared to wt (C-C; t-test P-value = 0.004;
Fig. 18 H). This suggests that rga-7 is required to maintain the
relative distribution of active CDC-42 clusters at the expanding

junctions.
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