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Introduction

Depuis la préhistoire, le cerveau du genre Homo a connu un développement significatif, acquérant des
capacités telles que le langage et des fonctions cognitives complexes. Le néocortex, partie la plus récente du cortex
cérébral, est associé a des fonctions dites supéricures, notamment le langage, la pensée abstraite et d'autres formes
de traitement de l'information [4]. Son expansion au cours de I'évolution humaine est considérée comme une base
importante pour nos capacités cognitives accrues [1],[4].

Cependant, bien que plusieurs geénes aient été identifiés comme jouant un réle dans le développement du cortex
cérébral, il reste incertain lesquels sont directement responsables des fonctions cognitives supérieures [2].

Des études récentes ont montré que le développement du cortex chez I'humain implique une accumulation
importante d'un type particulier de cellules progénitrices basales (cellules progénitrices neuronales), appelées
cellules gliales radiales basales. Ces cellules, situées dans la zone sous-ventriculaire externe [4], jouent un réle clé en
produisant une grande quantit¢é de neurones pendant la corticogeneése feetale, un processus essentiel du
développement cérébral [3].
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Figure 1: Schéma d’un cerveau humain; VZ : zone ventriculaire, SVZ : zone sous-ventriculaire, IZ : zone

Ventricule latéral en vert, zone sous-ventriculaire en rouge. intermédiaire, SPZ : zone sous-plate, CP : plaque corticale, PZ :
zone piale.

Schéma adapté de Smith et al., 2016 [9] aRG : glie radiaire apicale, alP : progéniteur intermédiaire apical,

bRG : glie radiaire basale, bIP : progéniteur intermédiaire basal,
NN : neurone nouveau-né.

Schéma adapté de Vinci et al., 2016 [8]

Dans ce contexte, des chercheurs ont identifi¢ un géne particuliérement intéressant : ARHGAP11B, une version
humaine spécifique d'un geéne ancestral ayant subi une duplication partielle [4].Des mutations de ARHGAP11B ont
été identifiées chez des patients atteints de troubles du spectre autistique, ce qui indique son implication possible
dans le développement neurologique [5].Ce géne a été exprimé dans le néocortex embryonnaire de modéles animaux
tels que la souris, le furet et le marmouset. Son expression favorise la prolifération des cellules gliales radiales
basales, augmente la production neuronale dans les couches supérieures du néocortex et conduit a l'expansion
corticale au cours du développement feetal [2]. L'introduction d’ARHGAPI11B dans le cortex foetal de furet
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augmente significativement les cellules radiales basales prolifératives, prolonge la période neurogénique et accroit la
production de neurones des couches supérieures [7]. Ces modifications sont potenticllement liées a 1'émergence de
capacités cognitives supérieures. Bien que les mécanismes précis de son impact global restent partiellement compris,
ARHGAPIIB est désormais reconnu pour favoriser la prolifération des gliales radiales basales en stimulant la
glutaminolyse mitochondriale, un processus clé dans I'expansion du néocortex et, potenticllement, dans I’émergence
des capacités cognitives humaines [6].

Ce projet vise a étudier cette geéne in silico afin d’obtenir les informations essentielles pour répondre a la
problématique suivante : Comment les variations génétiques du géne ARHGAPI1B influencent-elles le
développement du cortex cérébral humain, et quelles implications cela pourrait-il avoir sur la compréhension de
I’évolution humaine et des troubles neurodéveloppementaux ?

Afin de répondre a cette problématique, ce projet vise a mettre en évidence les informations clés sur ce géne en
utilisant des techniques bioinformatiques, notamment sa séquence nucléotidique et protéique, sa structure en introns
et exons, ainsi que sa fonction et sa localisation dans 1’organisme. Ensuite, la comparaison des séquences
d’ARHGAPI11B entre différentes espéces de primates par alignement, accompagnée de la construction d’un arbre
phylogénétique. Enfin, la conception des amorces pour les essais PCR est effectuée.

Partie I: les caractéristiques du ARHGAP11B

Information generale des sequences

Variant de Variant de
transcription 1 transcription 2 Proteine
) ) Numéro
Tableau 1 : Numéro d'accession sur , .
“National ~ Center  for  Biotechnology d’accession NM_001039841.3 NR_148423.2 NP_001034930
Information (NCB.I), taille, orgamsme, Taille 1565 bp 2794 bp 267 aa
locus et  fonction des  séquences
d'ARHGAP1IB, incluant les deux variants Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens
de transcription ainsi que la protéine. Organisme (humain) (humain) (humain)
Locus 15q13.2 15q13.2
code pour ARHGAP11B Non codant promouvoir la
génération
Fonction de progresseurs basaux
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Figure 3 : Données du variant 1 d’ARHGAPI11B sur la chromosome 15, affichées a l'aide du Genome Data Viewer a partir de la base de données
NCBI. Six introns sont représentés par des lignes et sept exons par des rectangles. Les régions non traduites (NTR) sont en vert clair, tandis que
les régions traduites sont en vert foncé.

Tableau 2: Position des Exons, introns et régions non
Taille Debut Fin traduits(NTR). La numérotation des nucléotides indique que I est
Exon 1 S'NTR(593) + 128 1 nxs le premier nucléotide du géne ARHGAP et non le numéro de
nucléotide du chromosome (qui est indiqué dans la figure
Exon 2 70 823 893 1).30,626,128 sur le chromosome est la position du premier
Exon 3 96 894 990 nucléotide dans ARHGAPI1B.
Exon 4 253 491 1244
Exon 5 108 1245 1353
Exon 6 146 1354 1500
Exon 7 FNTR(B4) 151 1565

. 3 ETR
Ann n 'ARNm d'ARHGAPI1IB
SATGA KEe UE SRE BgE GEE B0 GEE gUE ESd @ Bty Lg) gak cag apg by gk asg Ekg
ol L} L 1] Q R L v E L
guo oty thy cag cat cig ogy goc ko ket ggk bt asg gig mag gyt gio ogh gug oag
A L L G ® E ®m A ¥ ¥ @ £ K ¥ E 8@ % K @4 @
Figure 4 : Séquence de I'ORF obtenue a l'aide de l'outil  to= vat co= s epa =at pan aca ges gec acy pas ata gup g3t ase ata tEt ge gta
.. c o ] |-} E n | 4 T A Y T | 4 I G = E 14 r G ¥
Translate tools (Expasy), avec les régions NTR de Homo stttz ast gos oty sos caz tor got gea cos gas tat gge cac ast coa ags Gif ot
F F W & L F W E & Y F E ¥ G ®E I F E F L
sapiens RhO GTPaSe Actlvatlng Protein IIB (ARHGAPI]B), gtc gat gt kg mcw bk tbm gea gas cat atht cat aoc gas geg otk bRt cpy aam Toa
. . . v [ c T a L E E E I L} T E [ L F 3 K 1
variant 1 de transcription, ARNm : U5 ST gEg ATE 0§90 STA ARE gUS SUA BAg SSC RSB QEJ §SE QBT gOt giE gt Ego Ot
G L] v I n 1 = L = K L} = v o L] G | =] C L
tck kot gos oot oot tQE pat abt gog gEm ott Ctt amg cmg Tht tit sgy gea oty com
C d d l t d . d .d t. ’ a E s ¥ P e (] 1 A & 1 3 N E [3 F P B E L P
€ cadre de leclure correspona au premier cadre idaen lfie sur R GEE AL UG G6E QUL GEY VL) SAN GRS gO8 GUY U S8E GO0 S8 G0 1N JUU S0

r . . E F 1 i F h O L n E A L L E & B9 L @ T
l'outil expasy, avec une taille de 267 codons. De plus, la . .. .o .2t sss gt sts cig bt crc fos tes cot ctg mof guc cac ace ott cat

. 4 1, 4 E ® K H K A 1 L 8 L H] [S L L s ] Ll T L) E
comparaison entre la séquence de I'ORF trouvé et celle de la ata bta sms bas fhe Lif has ELL Ste beg ask Bif fet Sif sea bt apt duy ast ang
protéine ARHGAPIIB (trouvé sur ncbi) montre que les deux
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invalved in cerebral Tableau 3 : tableau présentant le Gene ontology (GO) obtenu pour le géne
Process cortex development ARHGAPIIB a l'aide de [’outil NCBI indiquant la fonction (Function, le réle

(Process) et la localisation(Component) du géne dans 1’organisme.

located _in

Component mitochondrial matrix

Partie I : comparaison des séquences par alignement et I’arbre phylogénétique

Obtention des sequences similaires
Une analyse en utilisant BLAST (Basic Local alignment Search Tool) de la protéine ARHGAP11B, réalisée a I’aide
des outils et de la base de données du NCBI, a permis d’identifier deux isoformes d’ARHGAP11B présentes chez
I’orang-outan (Pongo abelii) et le chimpanzé (Pan troglodytes). Les séquences ont ensuite été comparées in silico.

Pongo abeli Pan troglodytes Homo sapiens
Sequence ID: PNJ08331.1 Sequence ID: PNI19971.1 Sequence ID: NP_001034930

Figure 6: Numéros d'accession des séquences de protéines et image de l'organisme correspondant.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/PNJ08331.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=16XDJFUX013
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Percent Identity Matrix - created by Clustall.l \ T |

[Homo 0.01873 [Homo 0.0140449
1t [Home 100.00 96.25 98.13 ¢
2t [Pongo 96.25 100.80 98,13 [Pongo 0.0093633
o [Pongo 0.01873 3t [Pan 98.13 S98.13 108,08 @

[Pan 0.0093633

[Pan 0.00000

Figure 7 : L’arbre guide (a droite), I'arbre phylogénétique (a gauche) et le pourcentage d’identité entre les matrices (au centre) obtenus entre les
séquences du géene ARHGAP11B chez I’homo sapiens, Pongo abeli et Pan troglodytes grdce au logiciel Clustal Omega.

Figure 8 : Séquence d’alignement afin de comparer les séquences du gene
ARHGAPIIB entre I’'Homo sapiens, Pan troglodytes et Pongo abelli présentant

MWDQRLVKLAL LQHL RAFYGTKVKGVRGQCDRRRHETAATELIGGKIFGVPFNALPHSAVP &6 R L ., © X
MWDQRLVRLALLQHLRAFYGIKVKGVRGQCDRRRHETAAAETGGKIFGIPFNALPHSAVP 60 chacunes 267 acides aminés ainsi que le pourcentage d’identité de la matrice entre

MWDQRLVRLALLQHLRAFYGIKVKGVRGQCDRRRHETAATEIGGKTIFGVPFNALPHSAVP 60 IES dlff‘érentes eSpéCeS Obtenu d l;al-de du lOgiCiel Clustal Omega

HRFEHHR |

EYGHIPSFLVDACTSLEEHTHTEGLFRKSGSVIRLKALKNKVDHGEGCLSSAPPCDTIAGL 128
EYGHIPSFLVDACTSLEEHIHTEGLFRKSGSVIRLKALKNKLDHGEGCLSSAPPCDIAGL 128
EYGHIPSFLVDACTSLEEHIHTEGLFRKSGSVIRLKALKNKVDHGEGCLSSAPPCDIAGL 128
LKQFFRELPEPTLPADLHEALLKAQQLGTEEKNKATLLLSCLLADHTVHVLRYFFNFLRN 180
LKQFFRELPEPTLPADLHEALLKAQQLGTEEKNKATLLLSCLLADHTVHVLRYFFNFLRN 1808
LKQFFRELPEPTLPADLHEALLKAQQLGTEEKNKATLLLSCLLADHTVHVLRYFFNFLRN 188
VSLRSSENKMDSSNLAVIFAPNLLQTSEGHEKMSSNAEKKGVYQTLSWKRYQPCWVLMVS 248
2 B il : 5 1 . . .
VSLRSSENKMDSSNLAVIFAPNLLQTSEGHEKMSSNTEKKGMYQILSHKRYQPCWVLMVS 249 L ahgnement des sequences obtenu par le IOgICIGI Crustal Omega
VSLRSSENKMDSSNLAVIFAPNLLQTSEGHEKMSSNTEKKGVYQILSWKRYQPCWVLMVS 248 . . . ,
en figure 7 montre une similarité importante entre la séquence du
VLLRHHKALKKUNIKLLYNTREREDNY 267 gene ARHGAP11B chez ’homme et la séquence du gene d'intérét
VLLHHWKAL KLLVNVREREDKY 267
VLLHHWKAL KKUNMLLVNTREREDKY 267 des autres primates (Pongo abeli et Pan troglodytes) avec un

Fkdk Rk Rk R ROk TRk Rk T

pourcentage d’identité de 98,13% entre I’ Homo sapiens et les Pan
troglodytes, et 96.25% entre I’ Homo sapiens et les Pongo abeli. De plus, cet alignement présente des divergences
dans les séquences avec des substitutions conservatives d’un nucléotidique entre les s€quences de I’homme et des
primates aux positions : 156 ; 225 ;8 ;49 ;40 ;102 ;217 ; 222 ; 260 et 266.
Par conséquent, la présence de substitutions chez I’humain et donc d’une séquence nucléotidique différente de celle
des primates pourrait étre responsable de 1'expansion évolutive du cortex humain. Expliquant ainsi une production
plus importante de neurone dans le néocortex grace a I’activité du getne ARHGAP11B. Cette affirmation est
confirmée par la présence sur 1’arbre phylogénétique en figure 6 d’une nouvelle branche montrant la différenciation
de la séquence du gene entre I’homme et les primates.
Cependant, ce résultat semble erroné en raison du pourcentage d'identité élevé entre les séquences. En effet, les
séquences du géne ARHGAP11B des primates (Pongo abelii et Pan troglodytes) obtenues via le logiciel BLAST
correspondent a des isoformes d ARHGAP11B. Selon la littérature, ce géne est exclusivement présent chez I'homme
[4]. Une courte recherche a révélé que la base de données NCBI effectue une annotation automatique pour certains
genes d’organismes eucaryotes. Il est donc possible que les isoformes des primates non humains aient été étiquetées
comme isoformes d'ARHGAP11B, bien qu’elles ne soient pas exprimées ou fonctionnelles, ce qui expliquerait
I’arbre phylogénétique anormal obtenu.
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Partie I1II : variants quantifié par PCR et choix des amorces

Les amorces déterminées pour une PCR standard
Pour déterminer la présence du premier variant de transcription d’ARHGAP11B, les deux amorces suivantes ont été

congues.
Template Self Self 3
Sequence (5->3) strand Langth Start Stop  Tm GC%  complementarity complementarity
Forward
primer | TGCATCCTGCCTCAGAGTTA  Plus 20 B0 679 5B.43 |50 5 3
Reverse
primer | AAGTCTGGTACACGCCCTTC  Minus 20 13649 1330 | 5968 55 4 0

Tableau 8 : tableau présentant les deux amorces déterminées et utilisées lors de la PCR indiquant la TM, la longueur et le % de
nucléotide GC des amorces qui ont été déterminées a l’aide de [’outil de conception d’amorces “primer design tool” sur la base
des données des outils du NCBI, et I’outil analyzer tools.

Apres vérification des amorces a l'aide du logiciel OligoAnalyzer™ (disponible sur le site web d'Integrated DNA
Technologies), notamment pour évaluer leur stabilité, le logiciel indique que les amorces produites sont globalement
peu stables, avec une valeur de AG inférieure a -5, ce qui suggere que les séquences d’amorces ne posent pas de
probléme majeur. Cependant, I’amorce sens présente une valeur de AG d'auto-hybridation comprise entre -5 et -9, ce
qui indique qu'elle nécessite une surveillance particuliére a ce niveau. Dans I'ensemble, ces amorces sont considérées
comme acceptables pour réaliser la PCR dans de bonnes conditions.

Amplicon, 710 nt, avec les amorces en gras:

5’ -TGCATCCTGCCTCAGAGTTATCGACGTATCCGGAATGTGGG
ATCAGAGGCTGGTGAAGTTGGCCCTGTTGCAGCATCTGCGGGCCTTCTATGGTATTAAGGTGAAGGGTGT
CCGTGGGCAGTGCGATCGCAGGAGACATGAAACAGCAGCCACGGAAATAGGGGGTAAAATATTTGGAGTA
CCTTTTAATGCACTGCCCCATTCTGCTGTACCAGAATATGGACACATTCCAAGCTTTCTTGTCGATGCTT
GCACATCTTTAGAAGAACATATTCATACCGAAGGGCTTTTTCGGAAATCAGGATCTGTGATTCGCCTAAA
AGCACTAAAGAATAAAGTGGATCATGGTGAAGGTTGCCTATCTTCTGCACCTCCTTGTGATATTGCGGGA
CTTCTTAAGCAGTTTTTTAGGGAACTGCCAGAGCCCATTCTCCCAGCTGATTTGCATGAAGCACTTTTGA
AAGCTCAACAGTTAGGCACAGAGGAAAAGAATAAAGCTATACTGTTGCTCTCCTGTCTTCTGGCTGACCA
CACAGTTCATGTATTAAGATACTTCTTTAACTTTCTCAGGAATGTTTCTCTTAGATCCAGTGAGAATAAG
ATGGATAGCAGCAATCTTGCAGTAATATTTGCACCAAATCTTCTTCAGACAAGTGAAGGACATGAAAAGA
TGTCTTCTAACGCAGAAAAGAAGGGCGTGTACCAGACTT-' 3

Figure 9 : séquence de 'amplicon de 710nt obtenue grdce a I’outil ORF finder avec les amorces sens et antisens en gras.

Traduction de I’amplicon:
La traduction de I’amplicon fournit le polypeptide suivant, long de 225 résidus. Les 42 résidus C-terminaux du

polypeptide original sont absents, et donc peu susceptibles d'étre fonctionnels.

MWDQRLVKLALLQHLRAFYGIKVKGVRGQCDRRRHETAATEIGGKIFGVP
FNALPHSAVPEYGHIPSFLVDACTSLEEHIHTEGLFRKSGSVIRLKALKN
KVDHGEGCLSSAPPCDIAGLLKQFFRELPEPILPADLHEALLKAQQLGTE
EKNKAILLLSCLLADHTVHVLRYFFNFLRNVSLRSSENKMDSSNLAVIFA
PNLLQTSEGHEKMSSNAEKKGVYQT SRR O P eV MY SV R R AT MK E N T REREDN

absents dans I’'amplicon

Figure 10 : Séquence de la traduction de I’'amplicon déterminée grdce a l’outil de traduction d’Expasy.
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Conclusion

Pour conclure, I’é¢tude in silico du géne ARHGAP11B est intéressante sur plusieurs points puisqu’elle a
permis de comprendre davantage les caractéristiques structurales a travers 1’étude de deux variants de transcription
ainsi que le role et la localisation de la protéine transcrite par le géne d'intérét dans 1’organisme. Par conséquent, le
geéne de transcription 1 (NM_001039841.3) présentant 7 exons au total est le seul variant codant pour la protéine
activatrice de la GTPase Rho 11B (NP_001034930) localisée dans les mitochondries permettant de promouvoir la
génération des promoteurs basaux dans le néocortex lors du développement foetal. De ce fait, il serait intéressant
d’étudier le mode d’action de cette protéine dans les mitochondries et de son interaction avec les différents éléments
du réseau cellulaire.

Les comparaisons des séquences du géne ARHGAP11B entre différentes espéces de primates (Pongo abelii, Pan
troglodytes et Homo sapiens) ont permis d'identifier des substitutions entre la séquence humaine et celles des
primates. L’arbre phylogénétique révele également une différenciation marquée, avec I’apparition d’une nouvelle
branche entre Homo sapiens et les primates, suggérant une divergence dans la séquence du géne d'intérét. Cela
pourrait indiquer une expansion évolutive du néocortex humain associée a I’activit¢ d' ARHGAP11B. Toutefois,
étant donné l'absence de ce géne chez les primates étudiés, comme le rapporte la littérature, il existe une incertitude
quant aux conclusions que 1'on peut tirer sur I’impact fonctionnel de cette divergence. Des expériences
supplémentaires, telles que des techniques de knockout pour examiner le role des isoformes d’ARHGAP11B, ou
l'introduction de ce geéne chez les primates pour observer une hypothétique €élévation de leurs capacités cognitives,
pourraient permettre de clarifier cette hypothese. Cependant, ces approches soulévent des questions éthiques
importantes, notamment concernant les tests sur des primates vivants.

Enfin, la création d'amorces pour une PCR standard permettra l'amplification d ARHGAP11B. Il convient de noter
cependant que la variante 1 et la variante 2 sont identiques jusqu'a une coupure 3' de la variante 1, a la position 1565,
ce qui la rend plus courte que la variante 2. Ainsi, la PCR congue amplifie la présence des deux séquences. Si
nécessaire, pour des tests futurs, il est possible de sélectionner entre les deux variantes selon deux méthodes. La
premicre consiste a ajouter des amorces ciblant la portion de la variante 2 que la variante 1 ne posseéde pas
(c'est-a-dire apres la position 1565), permettant ainsi I'amplification exclusive de la variante 2. La deuxiéme
méthode consiste a saturer la solution avec des bloqueurs de polymérase spécifiques a la séquence apres la position
1565, ce qui empéche I'amplification de la variante 2.

Pour conclure, il serait pertinent d'examiner le gene ARHGAP11A, un homologue d ARHGAP11B. Les différences
structurales ainsi que son role fonctionnel dans la cellule pourraient étre déterminés afin d'identifier les divergences
entre les deux homologues et de mieux comprendre I'impact de I'absence de cette protéine fonctionnelle chez les
individus.
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