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Résumé :

Dans ce mémoire nous nous sommes attachées a étudier la structure tridimensionnelle du
domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15 impliquée dans le syndrome
d’USHER, une maladie génétique caractérisée par une perte d’audition congénitale associée a
une déficience visuelle progressive par rétinite pigmentaire.La structure tridimensionnelle de
la PROTOCADHERINE-15 est encore mal connue, seulement trois structures de celle-ci ont
été déterminées expérimentalement (4XHZ.pdb, 5T4M.pdb, 5T4N.pdb).Ce qui fait une
grande barrieére dans la compréhension de I’impact des mutations sur le fonctionnement de la
protéine dans I’'USHER. Nous avons donc un premier temps chercher des similarités entre la
séquence du domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15 et les éventuels patrons
avec le programme Blastp. Par la suite, nous avons utilisé trois serveurs web qui se basent sur
trois méthodes de prédiction de structure 3D différentes pour modéliser celle du domaine
extracellulaire de notre protéine d’intérét la PROTOCADHERINE-15 : Swiss-model, Phyre2
et [-TASSER. La visualisation de ces structures ainsi que l’analyse de leurs similarités

structurales par le calcul des RMS ont été réalisés par le logiciel PyMol.

Au moyen de I’analyse de leurs RMS et la longueur de leurs structures protéiques par rapport
a celles des fragments de la PROTOCADHERINE-15 déterminées expérimentalement, nous
avons pu retenir deux modeles de structures (1 et 2) générées par I-TASSER comme
structures probables du domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15. La
localisation des mutations impliquées dans le syndrome d’USHER dans le domaine
extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15 montre I'importance de ce domaine de la

pathogénicité de cette protéine.

Les mots clés: domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15, USHER,

bioinformatique, prédiction de structure tridimensionnelle, rms.



Abstract :

In this report we attempted to study the three-dimensional structure of the extracellular
domain of the PROTOCADHERIN-15 implied in the syndrome of USHER, a genetic disease
characterized by a loss of congenital hearing (audition) associated with a progressive visual
impairment by pigmentary retinitis. The three-dimensional structure of the
PROTOCADHERIN-15 is still badly known, only three structures of this one were
experimentally determined (4XHZ.pdb, 5ST4M.pdb, 5ST4N.pdb). What makes a big barrier in
the understanding of the impact of the transformations on the functioning of the protein in the
USHER. We thus have a first time to look for similarity between the sequence of the
extracellular domain of the PROTOCADHERIN-15 and the possible bosses with the program
Blastp. Afterward, we used three Web servers which base themselves on three methods of
prediction of different 3D structure to model that of the extracellular domain of our protein of
interest the PROTOCADHERIN-15: Swiss-modéle, Phyre2 and I-TASSER. The
display(visualization) of these structures as well as analysis of their structural similarity by the

calculation of the RMS were realized by the software PyMol.

By means of the analysis of their RMS and the length of their protein structures with regard
to(compared with) those of the fragments of the PROTOCADHERIN-15 determined
experimentally, we were able to retain two models of structures (1 and 2) generated by I-
TASSER as likely structures of the extracellular domain of the PROTOCADHERINE-15. The
localization of the transformations implied in the syndrome of USHER in the extracellular
domain of the PROTOCADHERINE-15 shows the importance of this domain of the

pathogénicité of this protein.

The keywords: extracellular domain of the PROTOCADHERIN-15, USHER, the bio-

computing, the prediction of three-dimensional structure, rms.
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Introduction

Un syndrome est un ensemble de signes et de symptomes qui caractérisent une maladie, une
lésion ou une anomalie. Le «syndrome d’USHER » (USH) est le nom donné a la
manifestation de maladies héréditaires et de naissance se traduisant par une surdité bilatérale
neurosensorielle congénitale et des pertes d’intégrité oculaire causées par une rétinite

pigmentaire (dystrophie).

C’est au 19iéme siecle, en 1858 plus précisément, que le Professeur allemand Albrecht Von
Graefe, décrit pour la premiere fois trois patients atteints de surdité congénitale(sourds de
naissance) et de rétinopathie pigmentaire évolutive associée (Singapore et al ., 2007). Des
observations similaires avaient été faites par Liebrech qui avait examiné une population
berlinoise présentant des syndromes incluant une surdité et une rétinite pigmentaire
(Libreich., 1862).Cette derniere peut évoluer jusqu’a la perte d’une partie ou de la totalité de
la vue (cécité). Cette maladie génétique affecte entre 3 a 6% de la population sourde de

naissance ou ayant des troubles auditifs.

Il existe trois formes différentes du syndrome d’USHER : elles dépendent de 1’age auquel la
maladie se manifeste, de la gravité de la surdité et de la présence ou non de troubles de

I’équilibre(Deafblind International DbI), 2014).

L'USH de type 1 (USH1) est la forme la plus fréquente et la plus sévere (Pang et al .,2011).
caractérisée par une surdité congénitale grave a profonde, une dysfonction vestibulaire et un
début pré pubertaire de perte visuelle (Weil, ef al ., 2003). USH1 représente 30% a 40% des
cas USH dans la population européenne et Elle représente environ 90% des formes cliniques
et est due a une anomalie au niveau du chromosome 17 en Afrique (Pépin et al ., 2016). Six
genes causals ont été rapportés : MYOT7A (Weil,et al.,2003). PCDH15 (Smith, et al 2011).
CDH23 (Ahmed, et al., 2001), USHIC (Hope,etal., 2011), USH1G et CIB2 , codant pour la
protéine moteur a base d'actine myosine VIIa (USH1B), les protéines transmembranaires
PROTOCADHERINE-15 (USHI1F) et cadhérine-23 (USH1D), les protéines de 1'échafaudage
submembrane (USHI1C) les protéines et sans (USHI1G) et la protéine de liaison a l'intégrité

de calcium CIB2 (USH1J), respectivement.

PCDHI15 aété initialement décrit pour couvrir 980 kb d'ADN génomique, et plusieurs
transcriptions ont été identifiées. Le plus long transcrit (isoforme A) comprenait 33 exons et
codait une protéine de 1 955 acides aminés. La PROTOCADHERINE-15 était composée d'un
domaine extracellulaire avec un peptide signal et 11 répétitions de la cadhérine

(ectodomaines, EC), un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique (CD1).



Introduction

Pour I’immense majorité des protéines connues, il n’y a pas de structure 3D expérimentale,
pour 1/3 la fonction n’est pas connue. C’est dans ce contexte que s’inscrit notre présent travail
de fin de cycle. Il a pour objectif la modélisation et la prédiction de la structure
tridimensionnelle du domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15.

Ce travail a été réalisé au sein de 1’universit¢é M’hamedBougarra de Boumerdes (UMBB) au

niveau du laboratoire de Bioinformatique de la Faculté des Sciences.

Notre mémoire comprend trois grandes parties :

v' La premiére représente un rappel et une synthése des principales données
bibliographiques concernant le syndrome d’USHER, ses trois types ainsi que la
PROTOCADHERINE-15.

v' La seconde partie, décrit briévement la méthodologie suivie pour répondre a la
problématique de ce mémoire.

v La troisiéme partie de ce mémoire est consacrée a la présentation et la discussion des
résultats obtenus.

v Le manuscrit est achevé par une conclusion et des perspectives.
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1-Syndrome d’USHER

Le syndrome d'USHER(USH) est une affection est un désordre autosomique récessif qui
associe une déficience auditive sensorineurenelle a une rétinite pigmentaire et, dans certains
cas, a un dysfonctionnement vestibulaire. L'USH représente plus de la moitié des cas de
sourds-aveugle héréditaire. L’USH est cliniquement et génétiquement hétérogéne. Dix génes

causals différents ont été rapportés (Smith et al.,1992)

1-1-Epidémiologie

Les anciennes études épidémiologiques ont estimé sa prévalence a 1/25000 (Boughnamet al.,
1983) mais des études récentes ont proposé une prévalence qui varie entre 1/6000

(Kimberling et al.,2010) et 1/10000 (Hope et al., 1997).

La prévalence du syndrome d’USHER n’est pas connue en Algérie ni dans le grand Maghreb

car aucune étude épidémiologique n’a été faite sur cette pathologie.

1-2-Symptomologie
Les principaux symptomes du syndrome d'USHER sont la perte de l'ouie, une affection

oculaire appelée rétinite pigmentaire et un trouble de 1’équilibre.

La surdité ou perte d'audition progressive est un terme générique désignant la diminution
de D’'acuité auditive. La déficience auditive peut €tre due a des causes génétiques, a des
complications a la naissance, a certaines maladies infectieuses ou infections chroniques de
l'oreille(OMS).La rétinite pigmentaire regroupe différentes pathologies génétiques affectant
la rétine.Le trouble de I’équilibre quant a luiest un probléme qui peut étre li€é a l'oreille
interne, au cerveau (cervelet) ou a la proprioception qui cause une instabilité chez la personne.
Celle-ci ressent des vertiges, ou des sensations de mouvement ou de flottement.Les
symptomes de cette maladie varient d’une personne a I’autre et évoluent a des vitesses

différentes.

1-3-Diagnostic

Le diagnostic du syndrome d’USHER est basé sur des critéres cliniques et génétiques.

1-3-1-Etude clinique
Elle est faite par le médecin otorhinolaryngologie (ORL) car les premicres manifestations

cliniques de la maladie sont représentées par la surdité. Cette surdité est remarquée par
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I’entourage familial du patient en 1’absence de réaction aux bruits ou d’orientation vers la
source sonore (a partir de 6 mois), une absence ou un retard d’apparition du langage (ou un
langage qui se dégrade quand il s’agit d’une surdité évolutive (Ridalet al., 2014).Elle est
perlinguale dans le cas de syndrome d’USHER de typel, I’enfant n’acquiert jamais le
langage. Il est muet. S’il s’agit d’un type 2, la surdité étant moyenne ou sévere, le diagnostic
est fait un peu plus tard, lorsque ’enfant est scolarisé le plus souvent. Dans le syndrome
d’USHER de type3, D'atteinte de la fonction auditive débute typiquement durant les 2
premicres décennies de la vie apres le développement du langage, la surdité est post linguale
et elle s’aggrave progressivement avec le temps. Lorsqu’une aréflexie vestibulaire touchant
les fonctions d’équilibre est associée (cas de syndrome d’USHER de typel), les enfants ont un
retard du développement moteur, ils tiennent leur té€te et la position assise plus tard que la
normale et ne commencent généralement a marcher que tardivement vers 1’age de 24 mois ou

plus.

Les enfants plus 4gés sont souvent victimes de traumatismes accidentels secondaires a des
troubles de 1’équilibre. Ils présentent des difficultés a pratiquer des activités ou des sports
nécessitant un bon sens de 1’équilibre.

Quant a la rétinite, il est tres difficile de faire son diagnostic en début de la maladie surtout
quand il n’y a pas une histoire familiale. En effet, La perte visuelle commence par la
détérioration de la vision périphérique et nocturne, donc une 1égere cécité nocturne due a la
disparition du champ visuel périphérique est le symptdme principal. Celui-ci, souvent ignoré
par le malade est pris pour une maladresse par I’entourage familial.

Cette cécité devient apparente a 1’age de 1’adolescence (Lannacomeet al.,2003).A un stade
plus avancé, la cécité est évidente la nuit avec des difficultés de déplacement. Le patient prend
conscience de la perte de son champ visuel périphérique qui évoluera vers une vision
tubulaire c’est-a-dire que le patient verra comme si il regardait dans un tunnel. Au stade tardif

la vision centrale sera également atteinte et la cécité devient également diurne.

1-3-2-Etude génétique
Il est ensuite soumis a une réaction de polymérisation en chaine (PCR) qui permet
d’augmenter la quantité du matériel biologique.Les produits d’amplification obtenus seront

par la suite purifiés et soumis au séquencage.



Synthese bibliographique

Ce dernier consiste a déterminer 1’ordre d’enchainement des nucléotides, il se fait selon 2
méthodes différentes, le séquencage de I’exome ou (séquencage a haut débit(WES)) et la

méthode de Sanger(Tombran, 2007).

1-4-Transmission

Tous les types du syndrome d'USHER sont portés par des genes récessifs. L'héritage
«récessif» signifie que la maladie doit étre héritée des deux parents pour qu'elle puisse
apparaitre chez 1'enfant. Il existe au moins dix genes différents portant le syndrome d'USHER.
Pour hériter du syndrome d'USHER, les deux parents doivent porter le méme gene récessif.
Normalement, les parents ne sont pas atteints du syndrome d'USHER eux-mémes et ils
ignorent qu'ils sont porteurs jusqu'a ce qu'ils aient un enfant qui soit atteint. Dans ce cas, les
parents auront 25 % de risques a chaque naissance d'avoir un enfant atteint du syndrome
d'USHER.

Comment ¢a se passe ? Chaque parent porteur d’un alléle normal et d’un allele du syndrome
d'USHER. Chaque parent transmet un de ses alleles lors de chaque conception. Voici un
tableau des combinaisons génétiques possibles dont 1'enfant peut hériter des parents a chaque

naissance.

Tableau I: Transmission du syndrome d’USHER

Pére Meére Enfant

Normale | Normale Normale - pas porteur dUSHER

Normale | USHER Porteur d'USHER - pas de symptomes
USHER | Normale Porteur d'USHER - pas de symptomes
USHER | USHER Atteint du syndrome d'USHER

Le résultat d’'un mariage entre 2 individus apparentés (c’est-a-dire ayant un ou plusieurs
ancétres communs) est un facteur favorisant de la transmission des génes mutés. Dans notre

pays, elle est encore fortement pratiquée 38,84% (Kourta,2007).

1-5- Différents types du syndrome d’USHER
On distingue 3 types du syndrome d’USHER :
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1-5-1- Typel

Le type 1 est la forme la plus sévere de la maladie. Le Syndrome d'USHER de type 1 entraine
une surdité profonde et un médiocre sens de 1'équilibre des la naissance. Le médiocre sens de
I'équilibre peut a son tour retarder l'apprentissage de la marche et de la position assise. Les
premiers symptomes de la rétinite pigmentaire (RP) peuvent étre diagnostiqués avant 1'age de
10 ans. Les personnes ayant ce type du syndrome d'USHER préferent généralement
communiquer avec le langage des signes et se considérent faisant partie de la communauté
des sourds et malentendants. (Deafblind International (DbI) , 2014), les génes présents dans
ce type sont: MYO7A (Ammar et al,2009), PCDHI5 (Ahmed et
al.,2001),USHI1C(Verpyetal., 2000),CDH23 et USHIG (Weil et al.,2003).

1-5-2-Type 2

Le syndrome d’USHER types 2 affiche également des signes de la naissance, bien que
lagravité des symptomes ne soit habituellement pas aussi profonde que ceux affectées parle
type 1.La Perte auditive peut étre modérée a séveére a la naissance. Les Anomalies dans
lavisibilit¢ commencent a se développer pendant les années de l'adolescence mais a
progresserplus lentement que pour les personnes avec le type I1(Beobachtungenet
al.,1858). Les genes sont impliquées dans ce type sont: USH2A (Besnard et al.,2012),
USH2C(Weston, 2004), USH2D (Aller et al., 2010).

1-5-3-Type 3

C'est une forme plus rare du syndrome d'USHER qui a été spécifiquement reconnue en
Finlande. En régle générale, les patients du type 3 ont a la naissance, une ouie et une vision
normales ou quasi normales, mais ensuite la surdité et la rétinite pigmentaire apparaissent lors

de l'adolescence ou plus tard (Deafblind International (DbI)., 2014).

Le gene Clarin-1(CLRN1) est le seul responsable du syndrome d’USHER du type 3(Joensuu
et al.,2001).
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Tableau II: Les différents symptdmes de syndromes d’USHER (Von GRAEFE et
Vereizelte, 1858).

naissance appareillable

TYPE 1 TYPE 11 TYPE II1
s R Surdité moyenne a la
AUDITION Surdité profonde a la naissance évolutive, Surdité progressive

Retard de la marche (apres
17 mois) dii a des

probléemes d’équilibre qui Equilibre normal

Equilibre normal

réduction progressive du | réduction progressive du

EQUILIBRE se compensent petit a petit
Difficultés de vision Difficultés de vision | Liminutionde
nocturne dés I’enfance (4- nocturne dés l acu1t/e,v.1sue1.1e, puis
5ans) I’adolescence détérioration
progressive du champ
VISION visuel et difficultés

champ visuel champ visuel de vision nocturne

2- La PROTOCADHERINE-15

La PROTOCADHERINE -15 est codée par le gegne PCDHI15 dont le Synonyme : USHIF est

le plus répondu dans les pays du Maghreb et surtout en Algérie. Ce gene est localisé au niveau

du bras long du chromosome 10 a la position 21-1(Ahmed et al 2001). 1l est formé de 35

exons (Figure n°1).
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Figure n°1: Localisation chromosomique du géne PCDH15
[Genetics Home Reference]

La PROTOCADHERINE -15 est une protéine transmembranaire d’adhésion cellulaire, elle

est présente au niveau de I’oreille interne et les cellules photo réceptrice de la rétine. La

fonction exacte de la PROTOCAHDERINE-15 dans la rétine n’a pas été déterminée mais elle




Synthese bibliographique

joue probablement un role dans le développement et le maintien des cellules et photo
réceptrice. Par contre dans I’oreille interne, la PROTOCADHERINE -15 joue un role dans le

développement des stéréo cils.

La PROTOCADHERINE-15 appartient a la sous-famille epsilon de PROTOCADHERINES
non groupées. Il s'agit des filaments extracellulaires qui relient les extrémités des canaux de
transduction mécano-électriques des cellules stéréociliaires et de la porte dans I'oreille interne
[ PMID: 24940003 ]. Elle est un membre de la superfamille de la cadhérine. Les membres de
cette famille codent pour des protéines membranaires intégrales qui font appel a

une adhésion cellulaire indépendante du calcium.

La PROTOCADHERINE-15 dont l'entré dans Uniprot est Q96QU1 (PCD15_HUMAN),
contient 1955 acides aminés dont le peptide signal de ler résidu jusqu’a 26iéme résidu et la
protéine mature du 27iéme au 1955 résidu. Elle est composée de 3 domaines essentiels :
undomaine extracellulaire du 27iéme au 1376 résidu avec une longueur de 1350 acide aminé
(aa), un domaine transmembranaire du 1377iéme au 1397iéme résidu avec une longueur de
21 aa et un domaine cytoplasmique (intracellulaire) avec une longueur de 558aa du 1398me

au 1955iéme résidu.

D’apres la base de données STRING (https://string-db.org/), la PROTOCADHERINE-15
interagit avec la Cadhérine 23 et avec la myosine VIIA(figure n°5). Ces protéines ont des
structures similaires. La PROTOCADHERINE-15 interagit aussi avec Harmonine(Weil, El-
Amraoui et al .,2003), avec 1'usherine et la Clarin-1(Kleemola, Huygen et al ., 2005).
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NDST2

PCDH15

ATP2B2

Figure n°2 : Le réseau d’interaction de la PROTOCADHERINE-15 d’aprés STRING.

Par ailleurs, une ou quelques mutations au niveau de la PROTOCADHERINE-15 engendre le
syndrome d’USHER. Parmi ces derniéres, une délétion au niveau de I’exons 10 a 14
(c.(876+29089)_(1590+3491)del (p.Glu293_GIn530del)a été identifiée pour la 1iére fois dans
un patient algérien atteint du USHI1F (Abdi et al.,2016). Cette mutation conduit a une
protéine tronquée.

Trois mutations ponctuelles dans I’exon 11 de PCDHI15 ont été identifiées et ’'une d’entre
elle, c.1304 A > C s’est révélée avec le phénotype de la maladie chez une famille pakistanaise
avec le phénotype USHER. Cette mutation transversale c.1304 A > c conduit a une
substitution d’acides aminés Aspartique en Alanine dans la position 435 (p.D 435 A) de
saséquence protéique (Shamim et al., 2016).

Des mutations ponctuelles pathogénes dans le géne PCDH15 (401 G>A, p.R 453 Q dans
I’exon 5/ intron 5) ont également été identifiées chez des patients Espagnoles atteint du

syndrome d’USHER type 1 (Jaijo et al ., 2012).
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II1. Matériels et méthodes

Ce travail de fin d’étude a été réalisé au sein de l'université M’hamed Bougarra de

Boumerdes (UMBB) au niveau du laboratoire de Bioinformatique de la Faculté des Sciences.

Dans ce chapitre nous allons illustrer les méthodes ainsi que quelques programmes utilisés,
dans le cadre de la présente étude de modélisation moléculaire de la structure 3D du domaine

extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15.

ITI-1- Séquence de la PROTOCADHERINE-15

Sachant que la recherche au sein de toutes les banques de données bioinformatiques se fait en
anglais, le mot clé « PROTOCADHERIN-15» a été introduit dans la banque de données
UniProt pour la recherche de séquence protéique de la PROTOCADHERINE-15.

Nous avons pris celle dont I’entrée est Q96QU1 (PCD15_HUMAN). Cette séquence contient

1955 acides aminés.

La séquence de la PROTOCADHERINE-15 va faire I’objet de diverses études, commengant

par une recherche de similarité.

III-2- Recherche de similarité de séquences entre cible et patrons

La recherche de similarité entre la cible (la PROTOCADHERINE-15 (Q96QU1), séquence
dont la structure est inconnue et les séquences qui ont des structures 3D déterminées
expérimentalement (patrons), va nous permettre d’estimer la similarité entre le couple
cible/patron ainsi d’avoir un pourcentage d’identité de séquence entre les deux, et selon lequel

nous allons faire le choix de la méthode de modélisation moléculaire.

Le programme d’alignement local BLAST a été choisi pour effectuer cette étape. Il utilise la
séquence cible comme input afin d’effectuer cette recherche de similarité au sein de la banque
de données « Protein Data Bank-PDB» (http://www.rcsb.org) étant donné que les structures
des éventuels patrons sont stockées dans la PDB), et calcule au méme temps des pourcentages

d’identité entre chaque couple de séquences cible-patrons similaires.
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III-2-1-Principe de BLAST

BLAST (Altschul, et al., 1990) (Basic  Local  AlignmentSearchTool)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) développé au National Center For Biotechnolgy

Information (NCBI), est un programme de recherche heuristique de sous-séquences
protéiques ou nucléiques similaires a une séquence donnée. Il permet de retrouver rapidement

dans une banque de données les séquences présentant des similarités locales.

C’est un outil de recherche d'alignement local de base
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).ll trouve des régions de similarité locale entre les
séquences, compare les séquences de nucléotides ou de protéines aux bases de données

séquentielles et calcule la signification statistique des correspondances.

Le programme agit comme suit: il découpe la séquence cible en mots (courtes sous-
séquences). Il cherche ensuite pour chacun de ces mots, tous les voisins de méme longueur
ayant un score d’alignement avec le mot issu de la séquence cible supérieur a un seuil
déterminé. Ces mots voisins sont utilisés pour cribler les banques de données. Chaque
alignement parfait d’un mot voisin avec un mot d’une séquence de la banque de données
correspond a un « match ». Le programme essaie alors d’allonger ce « match » dans les deux

sens tout en calculant le score (Les insertions/suppressions sont autorisées et prises en

compte) (figure3).

m U5 Manoea Library of Medicine j MEBI Ruticnal Cemer dor Botochaoiopy isformaton

BLAST " » bascp e
Standard Proteln BLAST

BLATTF programs search prolein databises usag 1 proien ey g5 Baselcooy - Beskman
Enter accession numbes(s). gis). or FASTA sequncefs) 4 ] Gy satwange 1
From

Or, uplow fls Cholsissez un Schisr | Aucun fichiar cholsi i

Job Tite

g twt of e saquances

Choosa Seanh Sol

Dwinbase |Proen Dt Bark peoteiensipdb) vl

Organism

Exclude Modals (NUNP) . Unoulwradieavinonmsantsl tampls saquences

. Entiez Quary Toe B Comets cumtom datibass

Figure 3 : Page d’accueil de Blastp.
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastend PAGETYPE=B
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I11-3- Structures expérimentales des patrons collectés de la Protein Data Bank

Les structures 3D des fragments de la PROTOCADHERINE-15 dont I’entré dans Uniprot est
Q96QU1 (PCD15_HUMAN) déterminées expérimentalement ont été collectées de la Protein
Data Bank (PDB, http://www.pdb.org), avec les codes PDB 4XHZ ,ST4M, 5T4N

respectivement.

RCSBPDB Depost+ Searchw Visualize » Analyze + Download » Leam + More » _

:‘; o 9 An Information Portal fo O
(] T ) 132905 Biological J2arch by PLID 1L, author, macromolecule, sequence, of igands
= . S Macromolecular Structures

PROTEIN DATA BANK Advanced Search | Broviss by Annofalions

N AN N Workdnii
r—— EvDaBuk T i Oha
o 5PDE @unos gl (g i

A Structural View of Biology

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the
30 shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
students and researchers understand all aspects of biomedicine and agriculturs,

# Deposit from protain synthasis to health and disease.
As amember of the wwPCB, the RCSB POB curates and annotates PDE data
0‘ Search The RCSE PDE builds upon the data by creating tools and resources for

research and education in malecular biology, structural biology, computational

B Visualize biology, and beyond.

# Analyze Video: How Enzymes Work

& Download | PDR-101

VIDEO: HOW

ENZYMES Cp

W Leam WORK

Glutathione Transferases

Figure 4 : Page d’accueil de PDB.(www.rcsb.org)

La structure ayant le code PDB : 4XHZ contient une seule chaine A du 816iéme résidu
jusqu’aull44 résidu, obtenue par La cristallographie aux rayons X, est une technique
d'analyse fondée sur la diffraction des rayons X avec une résolution est de 2.80(A) (figure
n°5).
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Figure 5: Structure cristallographiquesous format cartoon du fragment de Ia

PROTOCADHERINE-15 ayant le code pdb : 4XHZ.

Les structures ayant les codes PDB 5T4M et 5T4N contiennent deux chaines identiques A et
B du 263iéme résidu jusqu’au616iéme résidu, obtenue par cristallographie aux rayons

X, avec une résolution est de 2.24et 2.70A respectivement (figuren®6 et n°7).
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Figure n°6: Structure cristallographiquesous
PROTOCADHERINE-15 ayant le code pdb 5T4M.

format

cartoondu fragment

de la
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Figure n°7: Structure cristallographiquesous format cartoon du fragment de Ia

PROTOCADHERINE-15 ayant le code pdb 5T4N.

I11-4-Prédiction de la structure 3D de la PROTOCADHERINE-15

La prédiction de la structure des protéines est une étape trés importante pour mieux
comprendre I’architecture globale de celle-ci. Pour ce faire, on a fait recoure a trois méthodes
afin de prédire la structure 3D de la PROTOCADHERINE-15 : la modélisation comparative
en utilisant le serveur SWISS-MODEL, la reconnaissance de repliements en utilisant le
serveur web Phyre2, et 1a modélisation ab-initio combinée a la reconnaissance de repliements

par le serveur web I-TASSER.
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II1-4-1- Modélisation comparative de la structure de la PROTOCADHERINE-15 par
Swiss-Model

Une prédiction de structure du domaine extracellulaire de la protéine PROTOCADHERINE-

15(27-1350 aa) par modélisation comparative s’est faite par le programme Swiss-Model.

SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) est accessible via le serveur Web
ExPASy, il se base sur la méthode de prédiction par modélisation comparative. La prédiction
de la structure 3D par la modélisation comparative est fondée sur le faite que deux protéines
qui ont une identité de séquence €élevée adoptent un méme repliement (Rost,1999 ;Baker et
Sali,2001).Son principe consiste a aligner la séquence d’une protéine donnée dont la structure
est inconnue (dans notre cas c’est la protéine cible qui est la PROTOCADHERINE-15) avec
la séquence d’une ou plusieurs protéines dont la structure a été déterminée expérimentalement
par RMN ou Rayons-X. (patron collectées de la PDB)(Sali et al., 1993). Le serveur web
Swiss-model il peut prendre quelques minutes a plusieurs heures pour que le serveur

construise un modele.

II1-4-2- Modélisation de la structure de la PROTOCADHERINE-15 par

reconnaissance de repliements par Phyre2

Une prédiction de structure du domaine extracellulaire de la protéine PROTOCADHERINE-

15 (27-1350 aa) par reconnaissance de repliements a été effectuée par le programme Phyre?2.

Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) (Lawrence, et al.,
2009) (Bennett-Lovsey, et al., 2008), est un serveur web congut pour la prédiction de
structures 3D in silico. Le programme est basé sur une reconnaissance de repliements pour
une séquence protéique de structure inconnue dans une librairie de structures connues dérivés
des banques de données (PDB). Son principe consiste a enfiler la séquence de la cible (dans
notre cas, le domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15) sur une bibliothéque de
repliements afin de déterminer les structures qui correspondent le mieux a la séquence cible

sur la base d'un critere énergétique ou de score.

Phyre2 est parmi les méthodes les plus populaires pour la prédiction de la structure des

protéines ayant été citées plus de 1500 fois. Comme d'autres techniques de reconnaissance
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d'homologie a distance, il peut générer régulierement des modeles de protéines fiables lorsque

d'autres méthodes largement utilisées telles que PSI-BLAST ne peuvent pas.

Les serveurs Phyre2 prédit la structure tridimensionnelle d'une séquence protéique en
utilisant les principes et les techniques de la modélisation homologique . Parce que la

structure d'une protéine est plus conservée en évolution que sa séquence d'acides aminés.

I11-4-3- Modélisation de la structure de la PROTOCADHERINE-15 par la méthode ab-

initio combinée a la méthode de reconnaissance de repliements par I-TASSER

Nous avons soumis la séquence sous format FASTA du domaine extracellulaire de la
PROTOCADHERINE-15 (27-1350 aa) auserveur web I-TASSER (lterative Threading

ASSEmblyRefinement) pour prédire sa structure tridimensionnelle.

A partir de la séquence d'acides aminés des protéines cibles, - TASSER génére d'abord des
modeles structurels atomiques complets a partir de multiples alignements de filetage et des
simulations itératives d'assemblage structurel suivies d'un raffinement de structure a niveau
atomique.Les utilisateurs d ce serveur web sont tenus d'enregistrer leur adresse électronique

institutionnelle a l'adresse http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER/registration.html . Apres l'inscription, un mot de passe est envoyé a l'utilisateur, ce

qui permet a l'utilisateur de soumettre et de gérer son travail.

1) Ouvrez un navigateur Web et accédez a I'URL http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER/, qui est la page de soumission d’I-TASSER.

2) Copiez et collez la séquence d'acides aminés dans la boite de saisie. Alternativement,
l'utilisateur peut enregistrer la séquence dans un fichier pour uploader en cliquant sur
le bouton Parcourir.

3) Fournissez l'adresse e-mail enregistrée pour recevoir le résultat et son mot de passe

associé.

4) Fournissez un nom pour la protéine,

5) Cliquez sur le bouton Exécuter I-TASSER pour envoyer le travail. Lors de la
soumission, un identifiant d'emploi et une URL seront affectés a l'utilisateur pour

suivre 1'état de la modélisation.
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6) Recevez les résultats de la modélisation par e-mail. Pour une protéine avec ~ 400
résidus, il faut 10 a 24 heures pour recevoir l'ensemble complet des résultats de

modélisation apres la soumission.

III-5-Visualisation moléculaire de la structure tridimensionnelle de la

PROTOCADHERINE-15 et mesure de la similarité structurale

Le logiciel PyMOL(http:/pymol.sourceforge.net/:DelLano, 2002) a été utilisé pour
visualisertoutes les structures 3D de la PROTOCADHERINE-15.

PyMOL(https://pymol.org/dsc/) est un logiciel de visualisation moléculaire, utilisé pour
visualiser les structures des protéines étudiées, c’est un logiciel libre distribué sous licence
Python. Ce logiciel a de nombreuses fonctionnalités, telles que :

* Visualisation de structures moléculaires et d'objets géométriques en 3D.

* Animation dynamique des molécules.

* Outil pour le chargement de structures depuis le site de la Protein Data Bank.

* Manipulation de plusieurs molécules d'une maniere conjointe ou indépendante.

* Nombreux styles de visualisation moléculaire.

Gréce a sa fonction « align », PyMol a été utilisé pour mesurer la similarité structurale en
calculant le « RMS »(RootMean Square) entre les modeles de la PROTOCADHERINE-15
prédites et les fragments de structure de la PROTOCADHERINE-15 déterminés

expérimentalement tirés de ProteinData Bank.

Le rms est un indicateur qui représente 1’écart quadratique a la moyenne, utilis€ pour
quantifier combien un front d’onde dévie d’une surface de référence. La valeur du RMS
(exprimée en micron) est simplement égale a racine carrée (Root) de la somme des carrés
(Square) des déphasages (écart a la moyenne) en chaque point de mesure. Une moyenne
(Mean) est effectuée au préalable (la moyenne porte sur la somme des carrés des écarts a la

moyenne, qui est divisée par le nombre de points de mesure).
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Figure n°8 : Page d’application Pymol(https://pymol.org/dsc/).
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Résultats et discussions

V- Résultats et discussions

Nous avons récoltée la séquence du domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15 a
partir de la base de données UniProt. Cette séquence (notre séquence cible) contient 1323aa
(du 27iéme jusqu’au 1350iéme aa). Cette derniere a fait ’objet d’une prédiction de sa

structure tridimensionnelle en utilisant trois différentes méthodes.

>sp|Q96QU1|27-1376
QYDDDCKLARGGPPATIVAIDEESRNGTILVDNMLIKGTAGGPDPTIELSLKDNVDYWVL
MDPVKQMLFLNSTGRVLDRDPPMNIHSIVVQVQC INKKVGTIIYHEVRIVVRDRNDNSPT
FKHESYYATVNELTPVGTTIFTGFSGDNGATDIDDGPNGQIEYVIQYNPDDPTSNDTFEI
PLMLTGNIVLRKRLNYEDKTRYFVIIQANDRAQNLNERRTTTTTLTVDVLDGDDLGPMFL
PCVLVPNTRDCRPLTYQAAIPELRTPEELNPIIVTPPIQAIDQDRNIQPPSDRPGILYSI
LVGTPEDYPRFFHMHPRTAELSLLEPVNRDFHQKFDLVIKAEQDNGHPLPAFAGLHIEIL
DENNQSPYFTMPSYQGYILESAPVGATISDSLNLTSPLRIVALDKDIEDTKDPELHLFLN
DYTSVFTVTQTGITRYLTLLQPVDREEQQTYTFSITAFDGVQESEPVIVNIQVMDANDNT
PTFPEISYDVYVYTDMRPGDSVIQL TAVDADEGSNGEITYEILVGAQGDFIINKTTGLIT
IAPGVEMIVGRTYAL TVQAADNAPPAERRNSICTVYIEVLPPNNQSPPRFPQLMYSLEIS
EAMRVGAVLLNLQATDREGDSITYAIENGDPQRVFNLSETTGILTLGKALDRESTDRYIL
IITASDGRPDGTSTATVNIVVTDVNDNAPVFDPYLPRNLSVVEEEANAFVGQVKATDPDA
GINGQVHYSLGNFNNLFRITSNGSIYTAVKLNREVRDYYELVVVATDGAVHPRHSTLTLA
IKVLDIDDNSPVFTNSTYTVLVEENLPAGTTILQIEAKDVDLGANVSYRIRSPEVKHFFA
LHPFTGELSLLRSLDYEAFPDQEASITFLVEAFDIYGTMPPGIATVTVIVKDMNDYPPVF
SKRIYKGMVAPDAVKGTPITTVYAEDADPPGLPASRVRYRVDDVQFPYPASIFEVEEDSG
RVITRVNLNEEPTTIFKLVVVAFDDGEPVMSSSATVKILVLHPGEIPRFTQEEYRPPPVS
ELATKGTMVGVISAAAINQSIVYSIVSGNEEDTFGINNITGVIYVNGPLDYETRTSYVLR
VQADSLEVVLANLRVPSKSNTAKVYIEIQDENNHPPVFQKKFYIGGVSEDARMFTSVLRV
KATDKDTGNYSVMAYRLIIPPIKEGKEGFVVETYTGLIKTAMLFHNMRRSYFKFQVIATD
DYGKGL SGKADVLVSVVNQLDMQVIVSNVPPTLVEKKIEDLTEILDRYVQEQIPGAKVVV
ESIGARRHGDAFSLEDYTKCDLTVYAIDPQTNRAIDRNELFKFLDGKLLDINKDFQPYYG
EGGRILEIRTPEAVTSIKKRGESLGYTEGA

Figure 13 : La séquence protéique de la PROTOCADHERINE-15 sous format

FASTA tiré de la banque de données Uniprot.

V-1- Analyse de la similarité de séquences avec le domaine extracellulaire de la
PROTOCADHERINE-15 par Blastp

Tout d’abord nous avons commencé par une recherche de similarité entre cible et les
différentes séquences ayant une structure tridimensionnelle par le programme blastp.

Un alignement local de la PROTOCADHERINE-15 (Q96QU1) s’est fait par le programme
blastp contre les séquences stockées dans la Protein Data Bank.Cette étape est primordiale
pour le choix de la méthode de prédiction de la structure 3D de la PROTOCADHERINE-15.
Les résultats sont apparus en trois parties, la premiere partie est un diagramme avec des barres
colorées représentant les séquences possédant les scores les plus €élevés avec notre séquence

cible.
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La deuxiéme partie représente une liste des séquences avec leurs numéros d’accession, le
score de l’alignement, et 1’E-value (Tableau V); la troisieme partie, des alignements
proprement dits de notre séquence cible avec chacune des séquences listées dans la partie 2.
Le tableau représente 86 résultats parmi eux nous citons (Tableau V):

-Les trois premieres structures représentent la structure cristalline de la chaine A de la
PROTOCADHERINE-15 avec deux domaines différents (Ec3-5, Ec8-10) avec le code pdb
respectivement 5t4m,5t4n et 4xhz avec une similarit¢ de 99% sur 26% de la séquence
protéique PROTOCADHERINE-15.

-Deux structures cristallines de la chaine B, de la cadherine-23 Ecl-2 et la
PROTOCADHERINE-15 Ec1-2 avec le code pdb 4xxw, 4apx qui ont une similarité de 97%
sur 22% de la séquence protéique PROTOCADHERINE-15.

-Une structure cristalline de la chaine A, de la PROTOCADHERINE-15 Ec9-10 avec le
code pdb 5kj4 qui a une similarit¢ de 95% sur 32% de la séquence protéique
PROTOCADHERINE-15.

- Une structure cristalline de la chaine A, chez I’humain du fragment Ec2-5 avec le code pdb
SERP qui a une similarité de 22% sur 29% de la séquence protéique PROTOCADHERINE-
15.

- La chaine A, Serine/ Thréonine, Phosphatase Z1 des Liens a I'Inhibiteur de la
toxine bactérienne Microcystine-Lr avec le code pdb 3JPFE qui a une similarité de 24% sur
10% de la séquence protéique PROTOCADHERINE-15.

Tableau III : Résultats d'alignement de la séquence protéique PROTOCADHERINE-
15contre la PDB généré par Blastp.

Score
Pourcentage des Pourcentage
& Evalue g

Séquence similaires a la cible . o
1 Total résidus alignés d’identité

La structure cristalline de la chaine A de la
PROTOCADHERINE-15 Ec3-5 728 26% 0.0 99%
Homo sapiens
(5t4m.pdb)
La structure cristalline de la chaine A 26%
de la PROTOCADHERINE-15 Ec3-5 725 0.0 99%
Homo sapiens
(5t4n.pdb)
La structure cristalline de la chaine A
de la PROTOCADHERINE-15 Ec8-10

Homo sapiens
(4xhz.pdb)

24%
661 0.0 99%

La structure cristalline de la chaine B, de la
cadherine-23 Ecl1-2 etla 503 22% 5e-155 97%
PROTOCADHERINE-15 Ecl-2
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Mus musculus
(4xxw.pdb)

La structure cristalline de la chaine B, de la
cadherine-23 Ec1-2 etla
PROTOCADHERINE-15 Ec1-2 la forme 1 497 22% le-152 95%

Mus musculus

(4apx.pdb)
La structure cristalline de la chaine A, de la
PROTOCADHERINE-15 Ec9-10 477 32% 3e-144 95%

Mus musculus
(5kj4.pdb)

La structure de la chaine A,
PROTOCADHERINE Gamma B2 de la partie
extracellulaire du domaine 1-5 de la cadherine.

Homo sapiens
(5t9t.pdb)

348 76% 3e-35 30%

La structure cristalline de la chaine A, chez
I’humain du fragment Ec2-5 31.6 299, 2e-1.8 22%,

(SERP.pdb)

Homo sapiens
La chaine A, Serine/ Thréonine
Phosphatase Z1 des Liens a I'Inhibiteur de la
toxine bactérienne Microcystine-Lr
(SIPE.pdb)
(candida Albicans)

La structure cristalline de la chaine A, de la
partie N-CadherineEctodomaine chez la souris 267 83% 2e- 32 31%
Mus musculus
(3Q2W.pdb)

La structure de la chaine A,
PROTOCADHERINE Gamma A9 de la partie
extracellulaire du domaine 1-5 de la cadherine

Homo sapiens
(5szn.pdb)

31.1 10% 2e-19 24%

422 64% 9e-33 33%

D’apres ce résultat, nous pouvons déduire que la protéine PROTOCADHERINE-15 n’a pas
de structure 3D déterminée expérimentalement. Cependant, la structure de quelques fragments
qui représentent 26% (5t4m.pdb),26% (5t4n.pdb) et 24% (4xhz.pdb) de la séquence de la
PROTOCADHERINE-15 chez I’humain ont été déterminées par cristallographie aux rayons
X et par RMN, respectivement. Elles représentent un alignement significatif avec des E-value

nulles.

Les structures 4xxw.pdb, 4apx.pdb, 5kj4.pdb et5t9t.pdbchez la souris représentent une
identité moyenne (22%, 22%, 32%, 76%)avec la séquence avec la PROTOCADHERINE-15

avec des valeurs de E-valuessignificatives de Se-155, 1le-152,3 e-144, 3e-35.

Par contre, la structure de la chaine A Desmocollin-2 Ectodomain Fragment Ec2-5 chez

Homo sapienset la chaine A, Serine/ Thréonine Phosphatase Z1 des liens a I'Inhibiteur de la
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toxine bactérienne Microcystine-Lr chez Candida Albicans représentent un alignement de
séquence non significatif (aléatoire) avec un E-value supérieur a 1.

Ce résultat peut nous aider quant au choix de la méthode de modélisation moléculaire a
utiliser pour prédire la structure 3D de la PROTOCADHERINE-15. Cette faible identité entre
cible et patrons nous a poussé a utiliser les trois approches de prédiction de la structure des
protéines afin de pouvoir couvrir tout le domaine extracellulaire de la séquence de la

PROTOCADHERINE-15.

V-2-Prédiction de structure 3D de la protéine PROTOCADHERINE-15

Suite a la limitation des programmes, notamment a la longueur de la séquence protéique
étudiée et vu la complexité de la protéine cible (la PROTOCADHERINE-15) compte tenu de
sa structure transmembranaire, nous avons fait le choix de prédire la structure moléculaire
tridimensionnelle de sa partie extracellulaire seulement. Nous avons donc prédit des modéeles
tridimensionnels en utilisant trois approches de modélisation moléculaire, a savoir la
modélisation comparative, modélisation par reconnaissance de repliements et 1’approche ab
initio. Cette prédiction a été effectuée par les programmes suivants : Swiss-Model, Phyre2 et
I-TASSER, respectivement. Les résultats de modélisation sont résumés dans le tableau

suivant (tableau IV) :

Tableau IV : Tableau récapitulatif des résultats de la prédiction de la structure 3D de la

partie extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15

Longueur
— Principe du Nombfe de ou nombre
Programme utilisé Modéeles Nomenclatures y
programme A d’aa
générés

- PCDHI15-modell-Swiss.pdb 241-586

(patron 5t9t_A.pdb)
- PCDH15-model2-Swiss.pdb 373-893

(patron 5t9t_B.pdb)
- PCDH15-model3-Swiss.pdb 596-1119

(patron 1q5b_A.pdb)
- PCDH15-model4-Swiss.pdb 697-1221

e (patron Serd_A.pdb)
SWISS-MODEL Modélisation 13 modeles | - PC1)pH15-mode15-spwiss.pdb 483-1008

comparative

(patron Serd_B.pdb)
- PCDH15-model6-Swiss.pdb 698-1217

(patron 3q2w_A.pdb)
- PCDH15-model7-Swiss.pdb 237-590

(patron 5t4n_A.pdb)
- PCDH15-model8-Swiss.pdb 488-1001

(patron 3q2w_A.pdb)
- PCDH15-model9-Swiss.pdb 519-1000
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(patron 5t9t_B.pdb)

- PCDH15-model10-Swiss.pdb 736-1221
(patron 5szn_A.pdb)
- PCDH15-model11-Swiss.pdb 45-570
(patron 5t9t_B.pdb)
- PCDH15-model12-Swiss.pdb 790-1118
(patron 4xhz_A.pdb)
- PCDH15-model13-Swiss.pdb 282-784
(patron 3q2w_A.pdb)
PCDH15-modell-phyre.pdb
(patron 4ux8_A.pdb) 793-1216
PCDH15-model2-phyre.pdb
(patron 5t9t_B.pdb) 696-1221
PCDH15-model3-phyre.pdb
(patron 5dzv_B.pdb) 696-1218
PCDH15-model4-phyre.pdb
(patron 5szn_A.pdb) 697-1221
PCDH15-model5-phyre.pdb
(patron 4ak1_A.pdb) 677-1231
PCDH15-model6-phyre.pdb
(patron 3q2w_A.pdb) 697-1216
PCDH15-model7-phyre.pdb
(patron 4ux8_A.pdb) 695-1233
PCDH15-model8-phyre.pdb
(patron 3q2v_A.pdb) 697-1215
PCDH15-model9-phyre.pdb
(patron 5iry_B.pdb) 695-1222
Modélisation par PCDHI5-model10-phyre.pdb 691-1224
. N (patron 113w_A.pdb)
Phyre2 reconnaissance de 20 modeles PCDH15-model11-phvre.ndb
repliements . phyre.p 797-1218
(patron 5iu9_A.pdb)
PCDH15-model12-phyre.pdb
(patron 5szq_A.pdb) 789-1218
PCDH15-model13-phyre.pdb
(patron Seqx_A.pdb) 794-1218
PCDH15-model14-phyre.pdb
(patron 5k8r_A.pdb) 796-1218
PCDH15-model15-phyre.pdb
(patron 5dzw_A.pdb) 797-1216
PCDH15-model16-phyre.pdb
(patron 5dzy_D.pdb) 797-1216
PCDH15-modell7-phyre.pdb
(patron 5szl_C.pdb) 798-1221
PCDH15-model18-phyre.pdb
(patron 1q5c_A.pdb) 691-1224
PCDH15-model19-phyre.pdb
(patron 5szp_A.pdb) 797-1216
PCDH15-model20-phyre.pdb
(patron 3ubh_A.pdb) 807-1218
Modélisation ab -PCDH15-model1-I-TASSER.pdb 1-1350
initio combinée 4 la -PCDH15-model2-I-TASSER.pdb 1-1350
I-TASSER reconnaissance de 5 modeles -PCDH15-model3-I-TASSER.pdb 1-1350
repliements -PCDH15-model4-I-TASSER.pdb 1-1350
pH -PCDH15-model5-I-TASSER.pdb 1-1350
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a)-Modélisation comparative de la structure protéique du domaine extracellulaire de la

PROTOCADHERINE-15 par Swiss-Model

La modélisation comparative du domaine extracellulaire de la  protéine
PROTOCADHERINE-15 par Swiss-Model s’est basée sur la construction d’un modele de la
protéine cible PROTOCADHERINE-15 a partir de sa séquence d’acides aminés sur la base
d'une structure expérimentale tridimensionnelle d’une protéine présentant une bonne
conservation de séquences. Ce programme a généré 13 modeles de structures probables de la

PROTOCADHERINE-15 en se basant sur sept patrons différents :

a)-PCDH15-model1-Swiss.pdb  (patron 5t9t_A.pdb) : le patron est 5t9t de la
PROTOCADHERINE-15 Gamma B2 de la partie extracellulaire de la cadherine domaines 1-
S5 (code pdb 5t9t.pdb) du 241liéme  jusqu’au 586iéme aa de la protéine
PROTOCADHERINE-15.

b)- PCDH15-model2-Swiss.pdb  (patron 5t9t_B.pdb): le patron est 5t9t de la
PROTOCADHERINE-15 Gamma B2 de la partie extracellulaire de la cadherine domaines 1-
5 (code pdb 5t9t.pdb) du 373i€me jusqu’au 893iémaa de la protéine PROTOCADHERINE-
15.

C)- PCDH15-model3-Swiss.pdb (patron 1g5b_A.pdb) le patron 1g5b avec un code pdb
(1g5b.pdb) du 596 jusqu’au 1119 aa de la protéine PROTOCADHERINE-15.

d)- PCDHI15-model4-Swiss.pdb (patron Serd_A.pdb) le patron 1g5b avec un code pdb
(Serd.pdb) du 697 jusqu’au 1221 aa de la protéine PROTOCADHERINE-15.

e)-PCDH15-model5-Swiss.pdb (patron Serd_B.pdb) le patron Serd avec un code pdb (Serd.
pdb) du 483 jusqu’au 1008 aa de la protéine PROTOCADHERINE-15.

f)-PCDH15-model6-Swiss.pdb (patron 3q2w_A.pdb) le patron 3g2w avec un code pdb
(3g2w.pdb) du 698 jusqu’au 1217aa de la protéine PROTOCADHERINE-15.

g)-PCDH15-model7-Swiss.pdb (patron 5t4n_A.pdb) le patron 5t4n avec un code pdb (5t4n.
pdb) du 237 jusqu’au 590 aa de la protéine PROTOCADHERINE-15.

h)-PCDH15-model8-Swiss.pdb (patron 3q2w_A.pdb) le patron 3g2w avec un code pdb
(3g2w. pdb) du 488 jusqu’au 1001 aa de la protéine PROTOCADHERINE-15.
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1)-PCDH15-model9-Swiss.pdb (patron 5t9t_B.pdb) le patron 5t9t avec un code pdb (5t9t.pdb)
du 519 jusqu’au 1000 aa de la protéine PROTOCADHERINE-15.

j)-PCDH15-model10-Swiss.pdb (patron 5szn_A.pdb) le patron 5szn avec un code pdb (5szn.
pdb) du 736 jusqu’au 1221 aa de la protéine PROTOCADHERINE-15.

k)-PCDH15-model 11-Swiss.pdb (patron 5t9t_B.pdb) le patron 5t9t avec un code pdb
(5t9t.pdb) du 45 jusqu’au 750 aa de la protéine PROTOCADHERINE-15.

1)- PCDH15-model 12-Swiss.pdb (patron 4xhz_A.pdb) le patron 4xhz avec un code pdb
(4xhz.pdb) du 790 jusqu’au 1118 aa de la protéine PROTOCADHERINE-15.

m)- PCDHI15-model 13-Swiss.pdb (patron 3gq2w_A.pdb) le patron 3g2w avec un code pdb
(3g2w.pdb) du 282 jusqu’au 784 aa de la protéine PROTOCADHERINE-15.

b)- Modélisation par reconnaissance de repliements de la structure protéique du
domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15 par Phyre2

La reconnaissance de repliements est un procédé de modélisation utilisé pour modéliser par
analogie, les protéines qui ont les mémes repliements que des protéines de structures connues,
mais qui n'ont pas de protéines homologues de structure connue. Elle consiste a enfiler la
séquence de la cible sur une bibliothéque de repliements afin de déterminer les structures qui

correspondent le mieux a la séquence sur la base d'un critere énergétique ou de score.

Une prédiction de structure de la protéine PROTOCADHERINE-15 par reconnaissance de
repliements s’est faite par le programme Phyre2 ; qui nous a généré 20 modeles de structures
probables de la PROTOCADHERINE-15 on se basant sur 18 patrons selon le tableau suivant
(tableau V) :

Tableau V : Les résultats du serveur web Phyre2

Modéles Code PDB des Niibe ¢ Pem
Patrons
PCDH15-model 1-phyre2. 4ux8.pdb 793-1216
PCDH15-model 2-phyre2. 5t9t.pdb 696-1221
PCDH15-model 3-phyre2 5dzv.pdb 696-1218
PCDH15-model 4-phyre2 5szn.pdb 697-1221
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PCDH15-model 5-phyre2 4ak1.pdb 677-1231
PCDH15-model 6-phyre2 3q2w.pdb 697-1216
PCDH15-model 7-phyre2 4ux8.pdb 695-1233
PCDH15-model 8-phyre2 3q2w.pdb 697-1215
PCDH15-model 9-phyre2 4ux8.pdb 695-1233
PCDH15-model 10-phyre2 3q2v.pdb 697-1215
PCDH15-model 11-phyre2 5iry.pdb 695-1222
PCDH15-model 12-phyre2 113w.pdb 691-1224
PCDH15-model 13-phyre2 5iru9.pdb 789-1218
PCDH15-model 14-phyre2 5szq.pdb 789-1218
PCDH15-model 15-phyre2 Seqx.pdb 794-1218
PCDHI15-model 16-phyre2 5k8r.pdb 796-12138
PCDH15-model 17-phyre2 5dzw.pdb 797-1216
PCDH15-model 18-phyre2 5dzy.pdb 797-1216
PCDH15-model 19-phyre2 5sz1.pdb 798-1221
PCDH15-model 20-phyre2 3ubh.pdb 807-1218

¢)-Modélisation de la structure du domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-
15 par la méthode ab initio combinée a la reconnaissance de repliements par I-TASSER
La modélisation de la structure protéique de la partie extracellulaire de la

PROTOCADHERINE-15 dela part -TASSER a généré cinq modeles (tableau VIII) :

a)-PCDH15-model1-I-TASSER.pdb, (b) PCDH15-model2-I-TASSER.pdb, (c) PCDHIS5-
model3-I-TASSER.pdb, (d)-PCDH15-model4-I-TASSER.pdb et e)- PCDHI15-model5-I-
TASSER.pdb.

Tableau VI : les 5 modeles obtenus par le serveur web I-TASSER
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-PCDH15-model1-I- -PCDH15-model 4-1- | -PCDH15-model 5-1-
TASSER. TASSER. TASSER.

d)- Analyse des modeles des structures prédits pour le domaine extracellulaire de la

PROTOCADHERINE-15

Toutes les structures issues de la modélisation moléculaire ont été visualisées par PyMol.
Pour mesurer leur similarité structurale par le calcul des RMS, un alignement de structure de
ces modeles a été effectué par PyMol. Le RMS mesure la distance entre les Ca apres
superposition optimale des deux fragments; plus le RMS est petit plus les modeles de

structures sont proches Tableau VII.
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Tableau VII: Les résultats des RMS entre les 13 modeles générés par Swiss-Model et les
structures des fragments déterminés expérimentalement de la PROTOCADHERINE-15 ayant
les codes pdb sont 4XHZ et 5ST4M

4XHZ (334aa . (348aa) .
alignés alignés
S 24.464 329 6.370 304
Swiss.pdb
IR S-rr il 2 0.590 80 2.097 160
Swiss.pdb
LIRSl S 12.299 208 9.583 215
Swiss.pdb
DIt 4 15.640 327 7.614 236
Swiss.pdb
LIRSl 5 9.544 212 4561 99
Swiss.pdb
HEIDIBL sl & 16.047 328 8.808 240
Swiss.pdb
HEIDIBLS=sretial 7 19.250 269 4130 320
Swiss.pdb
HEIDIBLS=sretial - 8.060 212 2.626 76
Swiss.pdb
HEIDIBLS-sretiall S 7.058 199 3.467 47
Swiss.pdb
HLDI Srrnat - 12.743 203 3.604 166
Swiss.pdb
HLDI Srnag - 18.598 246 6.887 313
Swiss.pdb
HEIDIE S el 0.081 323 15.489 244
Swiss.pdb
LRCIDJE U ohirer G Lles 16.001 285 10.677 252
Swiss.pdb

Tableau VIII : Les résultats de superposition (RMS)entre les 13 modeles entre eux générés

par Swiss-Model

Modele RMS Nombre d’atomes alignés
PCDH15-model 1 /3 -Swiss.pdb 39.988 524
PCDH15-model 1 /7 -Swiss.pdb 10.502 341
PCDH15-model 7 / 13 -Swiss.pdb 10.484 260
PCDH15-model 4 / 6 -Swiss.pdb 5.278 402

PCDH15-model 10 / 13 -Swiss.pdb 14.630 392
PCDH15-model 5 / 8 -Swiss.pdb 6.189 410
PCDH15-model 3 / 9 -Swiss.pdb 9.809 360
PCDH15-model 2 / 13 -Swiss.pdb 16.078 402
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Tableau IX : Les résultats de superposition (RMS) des modeles de I-TASSER avec les
patrons (4xhz.pdb et 5t4m.pdb)

Nombre Nombre
Modeles 5T4M d’atomes 4XHZ d’atomes
alignés alignés
PCDH15-model1-I-TASSER.pdb (1- 42,507 340 9,480 269
1350 aa)
PCDH15-model2-I-TASSER.pdb (1- 29.170 340 9.987 269
1350 aa)
PCDH15-model3-I-TASSER.pdb (1- 36.969 347 12,352 298
1350 aa)
PCDH15-model4-I-TASSER.pdb (1- 30,524 347 19,734 296
1350 aa)
PCDH15-model5-I-TASSER.pdb (1- 24.284 341 27112 304
1350 aa)

Tableau X : Les résultats de superposition (RMS) des mode¢les entre eux par le serveur web I-
TASSER

Modeles RMS
PCDH15-modell /2-I-TASSER pdb 5431
PCDHI5-model1/3-I-TASSER.pdb 60.405
PCDHI5-model 1/4-I-TASSER.pdb 46.154
PCDHI5-model1/5-I-TASSER. pdb 554

Tableau XI : les résultats de superposition ( RMS) des modeles de Phyre2 avec les deux
patrons (4xhz et 5t4m).

. RMS avec Nombre d’atomes RMS avec Nombre d’atomes
Modeles 4XHZ (334aa alignés S alignés
g (348aa) :

PCDH15-model1- 16.918 265 7.16 182
phyre.pdb

PCDH15-model 2- 10815 263 2.475 149
phyre.pdb

PCDH15-model 3- 9272 258 6.929 221
phyre.pdb

PCDH15-model 4- 12.940 282 23.701 227
phyre.pdb

PCDH15-model 5- 19434 283 34.407 277
phyre.pdb

PCDHI15-model 6- 16.493 319 24.761 281
phyre.pdb

PCDH15-model 7- 14.845 319 9.296 239
phyre.pdb

PCDH15-model 8- 15.713 228 8.675 251
phyre.pdb
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PCDH15-model 9- 15.825 317 9.906 245
phyre.pdb

PCDHI15-model 10- 16.663 318 7.952 235
phyre.pdb

PCDH15-model 11- 13.626 285 7.682 221
phyre.pdb

PCDH15-model 12- 11.339 265 7.840 246
phyre.pdb

PCDHI15-model 13- 14.956 317 6.920 223
phyre.pdb

PCDH15-model 14- 11.529 269 6.516 212
phyre.pdb

PCDH15-model 15- 12.439 276 5.779 205
phyre.pdb

PCDH15-model 16- 12.482 286 25.423 253
phyre.pdb

PCDH15-model 17- 12.706 270 4.894 199
phyre.pdb

PCDH15-model 18- 15.146 318 10.257 249
phyre.pdb

PCDH15-model 19- 12.290 270 5.713 209
phyre.pdb

PCDH15-model 20- 15.303 277 26.710 267
phyre.pdb

Tableau XII: les résultats de superposition (RMS) des modeles entre eux du serveur

webPhyre?2.
Modeles RMS Nombre d’atomes alignés
PCDH15-model 1/13-phyre.pdb 11.355 303
PCDHI15-model 2/3-phyre.pdb 2.299 442
PCDHI15-model 4/6-phyre.pdb 13.210 494
PCDH15-model 7/9-phyre.pdb 5.923 434
PCDH15-model 8/11-phyre.pdb 16.962 386
PCDH15-model 17/20-phyre.pdb 28.550 339
PCDH15-model 5/10-phyre.pdb 41.015 486
PCDH15-model 14/18-phyre.pdb 15.017 391
PCDH15-model 12/14-phyre.pdb 9.089 372

Tous les modeles générés par I-TASSERcouvrent la séquence de la PROTOCADHERINE-15
du 11%™3a aux 1350°™aa présentant des RMS faibles qui varient de 9.480-9.780 avec les

structures des fragments déterminées expérimentalement. Notons que la séquence du domaine

extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15 étudiée commence du 27°™ résidu jusqu’au

1350°™® résidu.
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Les 13 modeles générés par Swiss-model couvrent la séquence de la PROTOCADHERINE-
15 du 1°" aa aux 1350®™aa avec des RMS trés faibles variant entre 0,590 et 3,0604avec les

structures des fragments déterminées expérimentalement.

Les 20 modeles générés par Phyre2 couvrent la séquence protéique de la
PROTOCADHERINE-15 du 806iéme aa jusqu’au 1221 iémeaa présentant des RMS faibles
qui varient entre 2,299 — 4,894 avec les structures des fragments déterminées

expérimentalement.

D’apres les résultats des RMS calculés entre les structures des modeles prédits par les
différents programmes de prédiction de structures 3D avec celles des fragments déterminées
expérimentalement (5t4m.pdb et 4xhz.pdb), nous avons constaté que les modeles obtenus par
I-TASSER présentent une meilleure similarité structurale avec des valeurs de RMS faibles
comparés aux autres modeles prédits. Nous avons remarqués aussi que les modeles 2,12,9
générés par le serveur web Swiss-model et les modeles 3 et 2 générés par phyre2 présentent
une meilleure similarité structurale avec les fragments détermines expérimentalement de la
PROTOCADHERINE-15(5t4m.pdb et 4xhz.pdb). Toutefois, c’est les modeles modélises par
I-TASSER qui couvrent toute la séquence du domaine extracellulaire de notre protéine
d’intérét (la PROTOCADHERINE-15).C’est pour cette raison que par la suite de notre étude,
nous avons retenu la structure des modeles 1 et 2 prédits par - TASSER comme structures 3D
probables du domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15 puisque elles présentent
une meilleure superposition avec les fragments détermines expérimentalement de la

PROTOCADHERINE-15(5t4m.pdb et 4xhz.pdb).
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4xhz

Figure 14 : Superposition du modele 1 généré par - TASSER avec le fragment 4XHZ.pdb
visualisée par PyMol.
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Modeéele 2-I-TASSER

4XHZ

Figure 15 : Superposition du modele 2 généré par - TASSER avec le fragment 4XHZ.pdb
visualisée par PyMol.

V-3- Localisation des mutations impliquées dans le syndrome d’USHER dans les
modeéles de la structure du domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15
prédits par I-TASSER

D’apres la littérature, 3 types de mutations dans la séquence de la PROTOCADHERINE-
150nt été observées chez les patients atteints du syndrome d’USHER de type 1 :
- la délétion du fragment allant du Glu293 au GIn 530 chez une population
algérienne(Abdi et al., 2016),
- la mutation ponctuelle de type substitution R4135Q chez une population espagnole,

- la mutation ponctuelle de type substitution D435A chez une population Pakistanaise.
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Notons que ces trois types de mutations sont localisées dans le domaine extracellulaire de la
PROTOCADHERINE-15. Ceci montre I’'importance de I’impact de la mutation sur ce
domaine extracellulaireprovoquant ainsi le syndrome d’USHER. Ces mutations jouent donc
un réle primordial dans le fonctionnement et la pathogénicité de la PROTOCADHERINE-
15par la modification de ses propriétés structurales. Une localisation de ces mutations a été

représentée dans les modeles de structures prédits retenus par I-TASSER (figures 16, 17 et
18).

Modéle 1-I-TASSER

del (p.Glu293_GIn530del)

4XHZ
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Modele 2-I-TASSER

del (p.Glu293_GIn530del)

4XHZ

Figure 16 : Position de délétion (p.Glu293_GIn530del) dans la structure prédite par le
serveur web I-TASSER (modéle 1 et 2) du domaine extracellulaire de
PROTOCADHERINE-15 chez un patient Algérien.

(p-D 435 A)
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(p-D435A) Modgéle 2-I-TASSER

Figure 17 : Position d’une mutation ponctuelle (P.D435A) dans la structure du domaine
extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15 prédite par le serveur web I[-TASSER
(modele 1 et 2) identifiée chez une famille pakistanaise (visualisé par PyMol).

®-R134Q)

Modéle 1-I-TASSER ———»

4XHZ
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(».R1340Q)

Modéle 2-I-TASSER .

4XHZ

Figure 18 : Position de la mutation P(R134Q) dans la structure du domaine extracellulaire de la
PROTOCADHERINE-15 prédite par le serveur web I-TASSER (modele 1 et 2) identifiée chez une
famille espagnole (visualisé par PyMol).
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Conclusion et perspectives

Ce mémoire avait pour ambition de modéliser la structure 3D du domaine extracellulaire de la

PROTOCADHERINE-15.

Il a fallu dans un premier temps chercher des similarités entre les patrons et les modeles
prédits et pour cela nous avons utilisé le programme blastp. Par la suite, nous avons utilisé
trois serveurs web qui se basent sur trois méthodes de prédiction de structure 3D différentes
pour modéliser celle du domaine extracellulairede notre protéine d’intérét la
PROTOCADHERINE-15 : Swiss-model, Phyre2 et I-TASSER. La visualisation de ces
structures ainsi que 1’analyse de leurs similarités structurales par le calcul des RMS ont été

réalisés par le logiciel PyMol.

Au moyen de I’analyse de leurs RMS et la longueur de leurs structures protéiques par rapport
a celles des fragments de la PROTOCADHERINE-15 déterminées expérimentalement, nous
avons pu retenir deux modeles de structure (1 et 2) générées par -TASSER comme structures

probables du domaine extracellulaire de la PROTOCADHERINE-15.

Suite a la limitation des programmes notamment sur la longueur de la séquence protéique a
étudier, et vue la complexifié de la cible (PROTOCADHERINE-15), contenue dans sa
structure transmembranaire, nous avons fait le choix de prédire la structure de sa partie

extracellulaire en espérant que le travail va se poursuivre dans le futur proche.
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Annexe n°1 : les étapes d’UniProt
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Code d’accession
de la
protocadherin-15
d’apres uniprot

gn Retrieve/ID mapping Peptide search

Wm (PCD15_HUMAN)

\ BLAST |=v- Align || £ Format ﬁ Add to basket || ® History

Protein  Protocadherin-15
Gene PCDH15

Organism | Homo sapiens (Human)
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Annexe n°2 : la forme FASTA de la séquence protéique protocadherin-15

La protocadherin-15 est une protéine transmembranaire, formé de 1955 acide aminé

* De 1-26 : signale peptide.

* De 27-1376 parties extracellulaires.

* De 1377-1397 parties transmembranaires.

* De 1398-1955 parties cytoplasmiques (intracellulaires).

>splQ96QU1[27-1376
QYDDDCKLARGGPPATIVAIDEESRNGTILVDNMLIKGTAGGPDPTIELSLKDNVDYWVL
MDPVKQMLFLNSTGRVLDRDPPMNIHSIVVQVQCINKKVGTIITYHEVRIVVRDRNDNSPT
FKHESYYATVNELTPVGTTIFTGFSGDNGATDIDDGPNGQIEY VIQYNPDDPTSNDTFEI
PLMLTGNIVLRKRLNYEDKTRYFVIIQANDRAQNLNERRTTTTTLTVDVLDGDDLGPMFL
PCVLVPNTRDCRPLTYQAAIPELRTPEELNPIIVTPPIQAIDQDRNIQPPSDRPGILY SI
LVGTPEDYPRFFHMHPRTAELSLLEPVNRDFHQKFDLVIKAEQDNGHPLPAFAGLHIEIL
DENNQSPYFTMPSYQGYILESAPVGATISDSLNLTSPLRIVALDKDIEDTKDPELHLFLN
DYTSVFTVTQTGITRYLTLLQPVDREEQQTYTFSITAFDGVQESEPVIVNIQVMDANDNT
PTFPEISYDVYVYTDMRPGDSVIQLTAVDADEGSNGEITYEILVGAQGDFIINKTTGLIT
IAPGVEMIVGRTYALTVQAADNAPPAERRNSICTVYIEVLPPNNQSPPRFPQLMY SLEIS
EAMRVGAVLLNLQATDREGDSITYAIENGDPQRVENLSETTGILTLGKALDRESTDRYIL
IITASDGRPDGTSTATVNIVVTDVNDNAPVFDPYLPRNLSVVEEEANAFVGQVKATDPDA
GINGQVHYSLGNFNNLFRITSNGSIYTAVKLNREVRDYYELVVVATDGAVHPRHSTLTLA
IKVLDIDDNSPVFTNSTYTVLVEENLPAGTTILQIEAKDVDLGANVSYRIRSPEVKHFFA
LHPFTGELSLLRSLDYEAFPDQEASITFLVEAFDIYGTMPPGIATVTVIVKDMNDYPPVF
SKRIYKGMVAPDAVKGTPITTVYAEDADPPGLPASRVRYRVDDVQFPYPASIFEVEEDSG
RVITRVNLNEEPTTIFKLVVVAFDDGEPVMSSSATVKILVLHPGEIPRFTQEEYRPPPVS
ELATKGTMVGVISAAAINQSIVYSIVSGNEEDTFGINNITGVIYVNGPLDYETRTSY VLR
VQADSLEVVLANLRVPSKSNTAKVYIEIQDENNHPPVFQKKFYIGGVSEDARMFTSVLRV
KATDKDTGNYSVMAYRLIIPPIKEGKEGFVVETYTGLIKTAMLFHNMRRSYFKFQVIATD
DYGKGLSGKADVLVSVVNQLDMQVIVSNVPPTLVEKKIEDLTEILDRYVQEQIPGAKVVV
ESIGARRHGDAFSLEDYTKCDLTVYAIDPQTNRAIDRNELFKFLDGKLLDINKDFQPYYG
EGGRILEIRTPEAVTSIKKRGESLGYTEGA

>splQ96QU1|1377-1397
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LLALAFIILCCIPAILVVLV

>splQ96QU1[1398-1955

SYRQFKVRQAECTKTARIQAALPAAKPAVPAPAPV AAPPPPPPPPPGAHLYEELGDSSIL
FLLYHFQQSRGNNSVSEDRKHQQVVMPFSSNTIEAHKSAHVDGSLKSNKLKSARKFTFLS
DEDDLSAHNPLYKENISQVSTNSDISQRTDFVDPEFSPKIQAKSKSLRGPREKIQRLWSQS
VSLPRRLMRKVPNRPEIIDLQQWQGTRQKAENENTGICTNKRGSSNPLLTTEEANLTEKE
EIRQGETLMIEGTEQLKSLSSDSSFCFPRPHFSFSTLPTVSRTVELKSEPNVISSPAECS
LELSPSRPCVLHSSLSRRETPICMLPIETERNIFENFAHPPNISPSACPLPPPPPISPPS
PPPAPAPLAPPPDISPFSLFCPPPSPPSIPLPLPPPTFFPLSVSTSGPPTPPLLPPFPTP
LPPPPPSIPCPPPPSASFLSTECVCITGVKCTTNLMPAEKIKSSMTQLSTTTVCKTDPQR
EPKGILRHVKNLAELEKSVANMYSQIEKNYLRTNVSELQTMCPSEVTNMEITSEQNKGSL
NNIVEGTEKQSHSQSTSL

Annexe n°3 :les 3 structures déterminé expérimentalement stockées dans la PDB qui sont
respectivement : ST4M,5T4N,4XHZ

e Entité 1 contenantchaine A, B de Cristal d'Homme Protocadherin-15
EC3-5 Avec le code PDB : 5T4M

e Entité 1 Chaine contenant chaine A, B. Structure de Cristal d Homme
Protocadherin-15 EC3-5 D414 A Variante dont le code PDB : 5T4N

* Entité 1 contenant chaine A, Structure de Cristal d'Homme
Protocadherin-15 EC8-10 dont le code PDB : 4XHZ

RCSB PDB  Deposit v Search» Visualize v Analyze v Download v Leam v More v

- [-\ D B  An Information Portal to
) L) 132905 Biological
- . =~ Macromolecular Structures
PROTEIN DATA BANK Advanced Search | Browse by Annotations

$PDE Qoo gilhmse (§ e

A Structural View of Biology August Molecule of the Month

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the

3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
~ ) students and researchers understand all aspects of biomedicine and agriculture
% Deposit from protein synthesis to health and disease.

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB data
Q Search The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for

research and education in molecular biology, structural biology, computational

Ed Visualize biology, and beyond

# Analyze Video: How Enzymes Work

oA

& Download ) 3 . X i PDB-101

W Leam Wb L0 EE WORK >
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RCSB PDB  Deposit - Search~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam~ More ~

PROTEIN DATA BANK

j PDB-101 ":PDB ,""“““"-ﬁ n . Gene View Protein Feature View

« PCDH15.. (3) + Pedh15- Gallu:
+ Pcdh15 - H
¢ Pcdh15-Mus

A Structural View of Bic

This resource is powered by the Protein
30 shapes of proteins, nucleic acids, an
= students and researchers understand all aspects of biomedicine and agriculture,
#» Deposit P A .
from protein synthesis to health and disease
)B, the RCSB PDB curates and annotates PDB data
Q Search
uilds upon the data by creating tools and resources for
and education in molecular biology, structural biology, computational
L Visualize biology, and beyond

Analyze Video: How Enzymes Work

& Download £ ; fe TPDe-101
, = PSS VIDEO: HOW
W Leamn ; “ ENZYMES
3 - WORK

] = r T3 An Information Portal to
L 133397 Biological
Croemicr: ; £ ., Macromolecular Structures
PROTEIN DATA BANK Advanced Search | Browse by Annotations

RN 5PDE @00 ilhmue (G revew

PTOTEIN DATA MANK , MTABASE Fourdaton

Protocadherin-15 - Q96QU1 (PCD15_HUMAN)

[E Protein Feature View of PDB entries mapped to a UniProtKB sequence @
Number of PDB entries for Q96QU1: € e

5T4M: Entity 1 containing Chain A, B
Crystal Structure of Human Protocadherin-15 EC3-5

Powers. R.E. Gaudet. R., Sotomayor. M.

PubMed ID is not available

Released: 2/22/2017 Macromolecule

Method: X-ray Diffraction Protocadherin-15 (protein)
Resolution: 2.24 A Unique Ligands: CA, CL
Residue Count: 730

5T4N: Entity 1 containing Chain A, B
Crystal Structure of Human Protocadherin-15 EC3-5 D4

Powers. R.E., Gaudet. R.. Sotomayor. M.

PubMed ID is not available

Released: 2/22/2017 Macromolecule:

Method: X-ray Diffraction Protocadherin-15 (protein)

Resolution: 2.7 A Unique Ligands: CA, CL
®©2D View Residue Count: 730

4XHZ: Entity 1 containing Chain A
Crystal Structure of Human Protocadherin-15 EC8-10

Annexe n°4 : les étapes de Blastp/PDB
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Basic Local Alignment Search Tool
QuickBLASTP

BLAST finds ragions of similarity between biological sequences. The program
compares nucleotice or protein sequences to sequence databases and
raloulates the statistical significance. Leam more

Try QuickBLASTP for a fast protein search of nr.

Tue, 23 May 2017 13:00-00 EST More BLAST news...

Weh BLAST

BLAST Genomes

Human Mouse Rat Microbes

blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx |

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) &

DYGKGLSGKADVLVSVVNQLDMQVIVSNVPPTLVEKKIEDLTEILDRYVQEQIPGAKVVWV
ESIGARRHGDAFSLEDYTKCDLTVYAIDPQTNRAIDRNELFKFLDGKLLDINKDFQPYYG
EGGRILEIRTPEAVTSIKKRGESLGYTEGA
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Program Selection

Algorithm ¥ blastp (protein-protein BLAST)
PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST)
PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &

( B[AS]’\ Search database Protein Data Bank proteins(pdb) using Blastp (protein-protein BLAST)

Show results in a new window

1 250 500 750 1000 1250 1500 1750 19SS
uery seq. e
Ca2+ binding site A4 Ca2+ binding site A A A
Ca2+ binding site | 4 |} Ca2+ binding site 4§
Ca2+ binding site 4 4 4 Ca2+ binding site § 4 4
Ca2+ binding site | 4 |

pecific hits | |
uperfanllles CA_lik Fﬁ_like CA_like Fa_like‘ CA_like bﬁ_like‘lcn_like CA_like CA_like CA_like

I L ) | Mt | Wit | b | NS | Mt B MSt— | J
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Color key for alignment scores
W 40-50 M s50-80 Il 80-200 M >=200

350 700 1050 1400 1750

i Alignments

Descripllon ST::E ST:C‘:; ?:Ve:: v:ue icent

Chain A, Crystal Structure Of Human Protocadherin-15 Ec3-5 725 725 18% 0.0 99%
Chain A Crystal Structure Of Human Protocadherin-15 Ec3-5 D414a Variant 722 722 18% 00 99% 5T4N A

Chain A, Crystal Structure Of Human Protocadherin-15 Ec8-10 662 662 17% 00 99%

) Chain B, Crystal Structure Of Mouse Cadherin-23 Ec1-2 And Protocadherin-15 Ec1- 2 Splice Variant 468 505 15% 3e-152 97%

Chain B, Crystal Structure Of Mouse Cadherin-23 Ec1-2 And Protocadherin-15 Ec1-2 Form | 462 499 15% 1e-149 95%
Chain A_Crystal Structure Of Mouse Prots -15 Ec9-10 438 478 22% 2e-141 95% 5KJ4 A

Chain A, Protocadherin Gamma B2 Extracellular Cadnerin Domains 1-5 142 345 52% 1e-34 30%

Z) Chain A Protocadherin Gamma B2 Extracellular Cadherin Domains 3-6 136 411 45% 2e-33 29%

Chain A, Crystal Structure Of Mouse N-Cadherin Ectodomain 136 273 57% 1e-32 31%

Chain A_Protocadherin Gamma A9 Extracellular Cadherin Domains 1-5 134 415 44%  4de-32 31%

J Chain A, Structure Of Human Clustered Protocadherin Gamma B3 Ec1-4 124 291 43% 1e-29 30%

Chain A, Pr¢ N Gamma A8 E» Cadherin Domains 1-4 122 210 33% 5e-29 30%

Chain A _Protocadherin Gamma A4 Extraceliular Cadherin Domains 3-6 122 603 57% 2e-28 30%

Chain A_Protocadherin Gamma B7 Extracellular Cadherin Domains 1-4 P41212 Crystal Form 117 479 55% 3e-27 30%

) Chain A, C-Cadherin Ectodomain 13 205 37% 4de-25 28%
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Annexe n°5 : Modélisation comparative : Swiss-Model

Tools  Documentation Login - Create Account

B SHISSAODEL bty

I’

Welcome to SWISS-MODEL

SWISS-MODEL s a fully automated protein structure homology-modeling server, accessible via the: EXPASY web server, orfrom the program DeepView (Swiss Pdb-Viewer). The purpose of this
serveris to make Protein Modeling ccessibleto all biochemists and molecuiar biologists worldvide,

Start Modeling

B S SWISS-MODEL Modeting

PCHD15-Swissmodel

o KN -

lodel Results o Order b

Oligo-State © Ligands. GMQE © QMEAN ©
S MONOMER 4xCA“ A 021 299:%
? (matching 4 x CALCIUM ION

n

® prediction) in contact with: Chain A - E601 D683, V684,
19

Ligand 3 In contact with: Chain A - N68S, N687. D717, D719,
N723, D767

m In contact with- Chain A - E703. E754, D785, 1786,
D788, D821

Ligand 7 in contact with: Chain A - E804, DBS5. E857, D89S,

896
Globai Guaity Local Quatity Companison -
QMEAN [T > |
cp - i 1
A - A —
Sol -
- - - - o » a o
Oligo-State @ Ligands
- MONOMER 3 x CAY ™
\( = (matching
T prediction)
Global Quality Local Quality
Template Segq Identity Coverage Description
St19t.1.B 28 .08% Protocadherin gamma B2-al|
Model-Template Alignment
@ Oligo-State @ Ligands
Y MONOMER None
> (matching
S preadiction)
& Global Quality Local Quality

Model 04 B ~ Template Seq identity Coverage Description
Serd.1. A 24.85% Desmoglein-2
Model-Template Alignment

Oligo-State €@ Ligands
MONOMER 2 x CAY ™
(matching

prediction)

A
e Global Quality Local Quality
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Model 08

e

Template Seq ldentity Coverage
3g2w.1.A 21.61%

Model-Template Alignment

Oligo-State €@ Ligands

MONOMER 1 xCAY W™
(matching
prediction)

Global Quality

Template Seq ldentity Coverage
3q2w.1.A 23.41%

Model-Template Alignment

Oligo-State @ Ligands
MONOMER 5x CAY w

Global Quality

Template Seq ldentity Coverage
S5t4n.2.A 99.72%

Model-Template Alignment

—— et amaaereny

Description
Cadherin-2

Local Quality

Description
Cadherin-2

Local Quality

Description
Protocadherin-15

Oligo-State €@ Ligands
MONOMER 3 x CAY ~»
(matching

prediction)
Global Quality

Template Segq ldentity Coverage
9t.1.8 295

Model-Template Alignment

Oligo-State & Ligands
MONOMER 3 x CAY ~

Global Quality

Template Segq ldentity Coverage

axnhz. 1. A 100.00% =

Model-Template Alignment

Oligo-State & Ligands
MONOMER None
(matching

prediction)

Global Quality

e Seqidentity Coverage

= A 28 90% Cadherin-2

Local Quality

Description
Protocadherin gamma B2-aly

Local Quality

Description
Protocadherin-15

Local Quality

Description

Giobal Quanty

Oligo-State © Liganas
MONOMER 3 x CAT ~

sea
axhz 1.A 100.00% =
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VOGNEEDIEGCINNITGVIZY!

Figure 19 : structure tridimensionnelle De la PROTOCADHERINE-15

Annexe n°6 : Modélisation par reconnaissance de repliements : Phyre2

= i ] . — g
2 AWA N2

Protein Homology/anaiog¥ Recognition Engine V 2.0

A @A
Cambridge 2017 Workshop | Older Workshops | New Phyre2 paper | Fast structural search with PhyreStorm (beta-testing

E-mail Address
Optional lobh description

Amino Acid Sequence &

I r try the sequence finder

Normal = Intensive

hyre Search || Reset |

PNyrea“

Job Status

| = 11l lilia_ chabane@yahoo. fr

Job Description 2 S Bl S

Unigue Job TD Glesimael ot lculsloie

Iy Thu Aug 24 22:42:37 BST 2017

Estimated total processing time: 9.3 hours + 8.2 hours £

Your job has entered the queue.... MEifing for job o start.

62 jobs running 29 jobs gueued

—

This page auto-refreshes every 30 seconds unidl job completion ...
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=TT lilia_chabane@yahoo. fr
Descri PCDH15___
Thu Aug 24 22:42:37 BST 2017

I \l j' n \ / ;[\‘ ,-\ 4b3f712aaedb1d5c
: ! / !

I - — IS MFRQFYLWTC ... Download FASTA
i 5lcslh% 2= normal

30 days

Download zip of
-‘- all results

Top model

Model (left) based on template c4ux8A

Top template information
PDB header:signaling protein
Chain: A: PDB Molecule:proto-oncogene tyrosine-
protein kinase receptor ret;
PDBTitle: ret recognition of gdnf-gfralphal ligand by
a composite binding site2 promotes membrane-
proximal self-association

Confidence and coverage
Confidence: 100.0% Coverage:

418 residues ( 29% of your sequence) have been
rv]odelled wil_:h 100.0% confidence by the single

Top model
Model (left) based on template c4ux8A

PDB header:signaling protein

Chain: A: PDB Molecule:proto-oncogene tyrosine-
protein kinase receptor ret;

PDBTitle: ret recognition of gdnf-gfralphal ligand by
a composite binding site2 promotes membrane-
proximal self-association

Confidence: 100.0% Coverage:
399 residues ( 30% of your sequence) have been
modelled with 100.0% confidence by the single
highest scoring template.
Additional confident templates have been detected
(see Domain analysis) which cover other regions of
your sequence.
557 residues ( 41%) could be modelled at >90%
confidence using multiple-templates.
You may wish to try resubmitting your sequence in
"intensive" mode to model more of your sequence.
g

Interactive 3D view in JSmol
For other options to view your downloaded structure
offline see the FAQ

—

Image coloured by rainbow N — C terminus
Model dimensions (R): X:85.350 Y:116.303 Z:68.568

Figure 20 : structure tridimensionnelle de la PROTOCADHERINE-

15(Phyre2) modélisation par reconnaissance de repliements.
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Annexe n°7 : Modélisation ab-initio : - TASSER

I-TASSER

-
(The server compleled predictions for 348468 proteins submitted by m_g from 132 countries)
(The template library was updated on

I-TASSER (lterative Ti i Emb ) is a hierarchical app to protein and function iction. It first identi truct from the PDB by

multiple threading approach LOMETS. with full-length atomic models by iterative i tion insights of the target are then derived

by threading the 3D models through protein function database BioliP I-TASSER (as 'Zhang-Server) was rarkelfas! e NG i fsacver for protein structure prediction in recent

community-wide CASP7 CASP9. CASP10. CASP11. and CASP12 experiments. It was also ranked as the best for function prediction in CASP9 The server is in active

development with the goal to provide the most accurate structural and function ictions using f-the-art Please report p: and ions at |-TASSER
board and our will study and answer the questions asap. (>> More about the server )

[Queue] [Eorum] [D. [Search] i ion] [ i i ] [News] ion] [About] [FAQ]

I-TASSER On-line Server (View an example of I TASSER output)

Copy and paste your sequence below ({10, 1500] residues in EASTA format). Click here for a sample input:

Or upload the sequence from your local computer
Choisissez un fichier | Aucun fichier choisi
Email: (mandatory, where results will be sent to)
Password: (mandatory, please click here if you do not have a password)

ID: (optional, your given name of the protein)

P Option Ii Assiga sestraints & 1o guide - TASSER

¥ Keep my results public (uncheck this box if you want to keep your job private. A key will be assigned for you to access the results)

Run I-TASSER || Clear form
(Please submit a new job only after your old job is completed)

I-TASSER On-line Server (View an example of |-TASSER output):

Copy and paste your sequence below ([10, 1500] residues in FASTA format). Click here for a sample input:

Copier et coller la séquence PROTEIQUE dont l'entré dans
Uniprot est Q96QU1 (PCD15_HUMAN /

Or upload the sequence from your local computer:
Choisissez un fichier |Aucun fichier choisi

Email: (mandatory, where results will be sent to)

—

Password: (mandatory, please click here if you do not have a password)

h

ID: (optional, your given name of the protein)

’ Option IT: Exclude some templates from [-TASSER template library.

’ Option ITI: Specify secondary structure for specific residues.
¥/ Keep my results public (uncheck this box if you want to keep your job private. A key will be assigned for you to access the results)

Run I-TASSER || Clear form
(Please submit a new job only after your old job is completed)
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Figure 21 :PCDH15-model1-I-TASSER.pdb

Figure 22:PCDH15-model2-I-TASSER.pdb

Figure 23:PCDH15-model3-I-TASSER.pdb
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Figure 24:PCDH15-model4-1-TASSER.pdb

Figure 25: PCDH15-model5-1-TASSER.pdb
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Annexe n°8 :les structures 4XHZ, 5T4M, 5T4N visualisé par PYMOL

Figure 26 : visualisation de la structure 3D de 4XHZ avec PYMOL

Figure 27 : visualisation de la structure 3D de 5T4M avec PYMOL
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Figure 28: visualisation de la structure 3D de 5T4N avec PYMOL

Annexe n°9 : les interactions de String

ATP2B2

S

Figure 29 : les réseaux d’interactions de la protocadherine-15 d’apres String
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Annexe n°10 : les différents génes du syndrome d’USHER typel

* Legene MYOTA :

Il est responsable de syndrome d’USHER de type IB .C’est le premier gene qui a été identifié
(Weil , et al.,1995). il se localise au niveau du bras long (q) du chromosome 11 en position
13.5. 1l est formé de 49 exons dont un qui n’est pas codant (Weston,et al.,1996).(levy,et
al.,1997). 1l code pour une protéine appelée myosine VIIA, qui fait partie des myosines non
conventionnelles. Elle possede une téte motrice et une extrémité C-terminal.

Myosine VIIA est exprimée principalement dans l’oreille interne et dans la rétine. Dans
I’oreille interne, la myosine VIIA joue un role dans le développement et 1’entretien des stéréo
cils, qui sont riches en filaments d’actine et dont les mouvements permettent de convertir les
ondes sonores en influx nerveux. Elle est donc indispensable a la machinerie de transduction
mécanoélectrique et son absence entraine I’installation d’une surdité profonde (Stepanyan.,
2006).

En Algérie, dans le cadre de la recherche de 1’origine génétique des surdités congénitales, une
étude a permis de retrouver une mutation dans le gegne MYO7A chez une famille algérienne

consanguine (Ammar,ef al ., 2009)

Qs

pll.l2
plL1L
qu.l
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"

1
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1
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I

l
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Figure 30 : localisation chromosomique du géne MYO7A
[Genetics Home Reference]

* Le Geéne PCDHI15

Il est responsable du syndrome d’USHER de type IF. 1l est localisé au niveau du bras long du
chromosome 10 a la position 21-1(Ahme,elal ., 2001). II est formé de 35 exons, il code pour
une protéine appelée PROTOCADHERINE-15 qui est une protéine d’adhésion cellulaire, elle
est présente au niveau de I’oreille interne et les cellules photo réceptrice de la rétine. La
fonction exacte de la PROTOCADHERINE-15 dans la rétine n’a pas été déterminée mais elle
joue probablement un role dans le développement et le maintien des cellules et photo
réceptrice. Par contre dans I’oreille interne, la PROTOCADHERINE-15 joue un réle dans le
développement des stéréo cils. Il existe 3 isoformes de la PCDHI15 : CD1 , CD2 et CD3.
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T T T e
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Figure 31 : localisation chromosomique du géne PCDH15
[Genetics Home Reference]

e Legene USHIC :
Il est responsable du syndrome d’USHER de type IC (Verpy,et al ., 2000).il est localisé au
niveau du bras court du chromosome 11 a la position 14.3.il est formé de 27 exons, et il code
pour une protéine appelée Harmonin. Cette protéine a la capacité de se lier a de nombreuses
autres protéines dans les membranes cellulaires et coordonne leurs activités. Elle joue un role
dans le développement et I’entretien des stéréo cils. Harmonin est également présente dans
les photorécepteurs de 1’ceil, sa fonction dans la rétine n’est pas bien comprise, mais elle est
considérée comme importante dans le développement et la fonction des cellules photo

réceptrices

q25

I I
P Rt e I T e
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Figure 32 : localisation chromosomique du géne USH1C
[Genetics Home Reference]

* Le gene CDH23 :
Il est responsable du syndrome d’USHER de type 1D(USHID), il est localisé au niveau de
bras long du chromosome 10 a la position 22.1.il est composé de 69 exons, il code pour une
protéine d’adhésion cellulaire au niveau cochléaire appelée Cadhérine23. Dans la rétine, le
role de la Cadhérine23 est moins bien compris. Sa présence dans les cellules photo réceptrices

suggere qu’elle ait un role essentiel dans le développement et la fonction des cellules.
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Figure 33 : localisation chromosomique du géene CDH23
[Genetics Home Reference]

* Le gene USHIG:
Il est responsable du syndrome d’USHER de type 1G. il est localisé au niveau du bras long(q)
du chromosome 17 a la position 25.1(Weil , et al ., 2003)il code pour une protéine appelée
SANS qui est présente dans les cellules de I’oreille interne et de la rétine ou elle interagit
avec d’autre protéine formant un grand complexe protéique essentiel pour le développement

et la fonction de ’oreille interne et la rétine
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Figure 34: localisation chromosomique du gene USH1G
[Genetics Home Reference]

VIII-1-2- TYPES 2 DE SYNDROME D’USHER :

* Le gene USH2A :

11 est responsable de syndrome d’USHER de type 2A (USH2A)(Eudy,ef al .,1998)il est situé
sur le bras long du chromosome 1 a la position g41. C’est un long géne qui est formé de 72
exons. il code pour une protéine appelée Usherin .I’Usherin est un composant important des
membranes basales des cellules de 1’oreille interne et les cellules photo réceptrices de la
rétine. Environ 70% de syndrome d’USHER de type 2 sont dus a des mutations dans USH2A
(MIM608400)(Keats BIB et al 2004). (Kimberling, et al., 1951). (Dreyer ,et al .,2008).
(Besnard et al 2012).
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Figure 35: localisation chromosomique du géene USH2A
[Genetics Home Reference]

e Legene USH2C :
Appelé aussi GPR98 « Gprotein-coupled receptor98 » , il est responsable du syndrome
d’USHER de type 2C ( USH2C). il est situé au niveau du bras court du chromosome 5 a la
position q14.3.c’est un grand geéne qui est composé de 90 exons. Il code pour une protéine de
1967 aa appelée GPRO8( récepteurs couplés aux protéines G98). Chez I’homme, cette
protéine est également appelée VLGRI ou tres grand G récepteur couplé a la prteine-
1(Weston.,2004).Cette protéine se trouve dans 1’oreille interne ou elle joue un réle dans le
développement et le maintien de la cochlée et au niveau de la rétine ou elle intervient dans le

développement et le maintien des cellules photo réceptrices.
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Figure 36 : localisation chromosomique du gene USH2C
[Genetics Home Reference]

* LE GENE USH2D:
Il est responsable du syndrome d’USHER de type2D (Ebermann, et al ., 2007).il a d’abord été
décrit comme responsable de surdité isolée, (Mustapha, et al ., 2002).il n’est pas une cause
majeure de syndrome d’USHER (Aller et al ., 2010).il est situé au niveau du bras long du
chromosome 9 a la position32.il est composé de 12 exons .il code pour une protéine de 90
acides aminés qui est la Whirline(Aller,et al ., 2010)qui joue un rdle important dans

I’allongement des stéreocils et le développement des cellules ciliées de la cochlée.
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Figure 37 : localisation chromosomique du gene USH2D
[Genetics Home Reference]

e VII-1-3- TYPES 3 DU SYNDROME D’USHER :

Le géne Clarin-1(CLRN1) :
C’est le seul gene responsable du syndrome d’USHER type 3. Il est situé sur le bras long du
chromosome 3 a la position25.il est formé de 6 exons, il code pour une protéine de 232 aa

appelée Clarin-1 (Joenus, et al.,2001).
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Figure 38 : localisation chromosomique du gene Clarin-1
[Genetics Home Reference]

Tableau XIII : Taille des genes et des protéines impliquées dans le syndrome d’USHER

Gene Nombre d’exons | protéine Nombre d’aa
USH1B 48 MYO7A 2215
USH1C 27 Harmonine 910
USH1D 69 Cadherine 23 3354
USHI1F 33 Protocadherine 15 | 1955
ou PCDHI15

USH1G 3 SNAS 460
USH3A 6 CLRN-1 232
USH2A 72 USH2A 5202
USH2C 90 VLGRI1 6306
USH2D 12 WHRN 906
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Tableau XIV : les 13 modeles obtenus par le serveur web Swiss- model

PCDH15-model 1-Swiss.pdb PCDH15-model 2-Swiss.pdb PCDH15-model 3-Swiss.pdb PCDH15-model 4-Swiss.pdb

PCDH15-model 5-Swiss.pdb PCDH15-model 6-Swiss.pdb PCDH15-model 7-Swiss.pdb
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PCDH15-model 9-Swiss.pdb PCDH15-model 10-Swiss.pdb PCDH15-model 11-Swiss.pdb
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Tableau XV : les 20 modeles obtenus par le serveur web Phyre2

PCDH15-model 1 phyre PCDH15-model 2 phyre PCDHI15-model 3phyre j| PCDH15-model 4 phyre
.pdb . .pdb

PCDH15-model 5 phyre j| PCDH15-model 6 phyre j| PCDH15-model 7 phyre j| PCDH15-model 8 phyre
.pdb .pdb . .pdb

PCDH15-model PCDH15-model PCDH15-model PCDH15-model
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PCDH15-model PCDH15-model PCDH15-model PCDH15-model

phyre.pdb phyre.pdb phyre.pdb phyre.pdb

PCDH15-model 17 phyre j| PCDH15-model 18 phyre j| PCDH15-model 19 phyre j| PCDH15-model 20 phyre
.pdb .pdb .pdb .pdb

69



