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ABREVIATIONS

AR : amphiréguline

ATP : adénosine triphosphate

BTC : B-celluline

CRC : cancer colorectal

CRD : domaine riche en cystéine

EGFD : domaine de type facteur de croissance de I'épiderm
EGF : facteur de croissance de I'épiderme

EGFR : récepteur au facteur de croissance de I'épiderme
ErbB/HER : récepteur de la famille de 'TEGFR

EPO : érythropoietine

EPOR : récepteur a I'érythropoietine

EPR : épiréguline

FGF : facteur de croissance des fibroblastes

FGFR : récepteur au facteur de croissance des fibrolslaste
FNIII : domaine type fibronectine 11l

GpA : glycophorine A

GH : hormone de croissance

GHR : récepteur a I’hormone de croissance

HB-EGF : facteur de croissance type EGF fixant I'héparine
HGF : facteur de croissance des hépatocytes

HGFR : récepteur au facteur de croissance des hépasocyte
HRG : héréguline

IgD : domaine type immunoglobuline

IGF : facteur de croissance de l'insuline

IR ou InsulinR : récepteur a l'insuline

Met : récepteur au facteur de croissance des hépatocytes
NDF : facteur de différenciation de la protéine Neu

Neu* ou NelF: récepteur Neu portant la mutation Val664/Glu66hsdde segment
transmembranaire

Neu ou Nel : récepteur Neu sauvage homologue de ErbB2 chet le ra
NGF : facteur de croissance du tissu nerveux

NGFR : récepteur au facteur de croissance tissu nerveux
NRG : neuréguline

NSCLC : cancers du poumon n’étant pas a petites cellules
PDGEF : facteur de croissance des dérivés plaquettaires
PDGFR : récepteur au facteur de croissance des dérivgaqtiaires
PI3K : phosphatidyl inosito 3-kinase

PTK : protéine tyrosine kinase

RTK : récepteur tyrosine kinase

TGFa : facteur de croissance transforment

TKI : inhibiteur de tyrosine kinase

TM : domaine ou segment transmembranaire

VEGEF : facteur de croissance endothélial vasculaire
VEGFR : récepteur au facteur de croissance endothélialieise
PTB : domaine de fixation des phosphotyrosines

SH2 : domaine homologue a src type 2

SH3 : domaine homologue a src type 3

DCPC : dicaproyl-phosphatidylcholine



DMPC : dimyristoyl-phosphatidylcholine
DMPS : dimyristoyl-phosphatidylsérine
DOPC : dioleoyl-phosphatidylcholine
DOPG : dioleoyl-phosphatidylglycérol
DPC : dodécyl-phosphocholine

DPPC : dipalmitoyl-phosphatidylcholine
POPC : palmitoyloléyl-phosphatidylcholine

POPE : palmitoyloléyl-phosphatidyléthanolamine

SDS :sodium dodécyl sulfate

TFE : trifluoroéthanol

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
Eeec: €nergie électrostatique

Evaw : énergie de van der Waals

LH : liaison hydrogene

TM : segment (ou domaine) transmembranaire

RMSD : écart quadratique moyen

CODE DES ACIDES AMINES

Acide aspartique Asp| D
Acide glutamique Glu| E
Alanine Ala A
Arginine Arg R
Asparagine Asn| N
Cystéine Cys| C
Glutamine Gln | Q
Glycine Gly G
Histidine His H
Isoleucine lle |

Leucine Leu L
Lysine Lys K
Méthionine Met | M
Phénylalanine Phe| F
Proline Pro P
Sérine Ser S
Thréonine Thr | T
Tryptophane Trp | W
Tyrosine Tyr | Y
Valine Val \
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INTRODUCTION

Les récepteurs a activité tyrosine kinase ou RTKsttuent une superfamille de protéines
impliquées dans d’importants processus physiolaggquls sont également impliqués dans
plusieurs pathologies telles le diabéte, le canegr, Dés lors, ils font I'objet de nombreuses
études expérimentales et théoriques afin d'essager comprendre leur mode de
fonctionnement dans le but de pouvoir proposer ttheésapies contre les maladies dans
lesquelles ces protéines sont impliquées.

Les RTK présentent une architecture commune : unade extracellulaire suivi d’'une

unique partie transmembranaire (TM) faisant la jban avec le domaine intracellulaire.

Au cours de ces travaux de thése, je me suis sgéraux récepteurs de la famille de 'TEGFR
ou ErbB (ou HER) qui forment la classe | des RT&tt€famille comprend quatre membres :
ErbB1, ErbB2, ErbB3 et ErbB4.

Mon travail de thése porte sur I'étude de I'assticia des domaines TM de ces récepteurs
ErbB. Il s'agit plus particulierement de comprendeemode de formation des hétérodiméres
au niveau membranaire afin de caractériser les ctrites préférentiellement formées et de

rendre compte du role de ce domaine TM dans I'atitm de ces récepteurs.

Mon manuscrit se subdivise en trois chapitres nesons générales sur les RTK, le principe
de la technigue de simulation de dynamique moléeut les résultats obtenus au cours de

cette thése.

Le chapitre | concerne les généralités sur les péeers RTK. Dans cette partie un état actuel
des connaissances sur ce type de récepteurs estniée notamment sur leur structure, leur
activation et leur mode de signalisation. J'ai ausd le bilan des données sur les récepteurs
de la famille ErbB.

Le chapitre Il porte sur la méthodologie de simidatde dynamique moléculaire adoptée
pour mener nos études sur les domaines TM des tedggpde la famille ErbB. Ici, jai

d’abord développé les notions principales de ce&ttdnique et présenté quelques logiciels



utilisés au cours de cette thése. J'ai aussi priEsém protocole de recherche des modes

d’association des hélices TM.

Dans le chapitre lll, je présente mes travaux ses hétérodiméres du domaine TM des
récepteurs ErbB. Ce chapitre est scindé en deutigzafsous forme d’articles).

Le premier article (¢ PARTIE) présente la méthode que jai développée peédire des
modéles structuraux de l'association des domainés Te travail a permis de mettre au
point une stratégie de sélection de meilleurescstines dimériques. J'ai ensuite validé la
méthode sur le dimere du domaine TM de la glycdpboA (GpA) dont la structure a été
résolue par RMN (MacKenzie et al. 1997). Ces résslsont publiés dans le journal :
European Biophysics Journal (Eur. Biophys. J.)ar(®a Soumana et al. 2007).

Le deuxiéme article 2PARTIE) est consacré a I'application de cette mééha I'ensemble
des hétérodimeres des domaines TM des réceptelB. ECette méthode combine la
mécanique moléculaire, la dynamique moléculair@alesence d’environnement membranaire
explicite et I'application de critéres de sélectidas structures modélisées. Cet article vient
d’étre soumis a publication dans Biopolymers.

Le manuscrit est completé par deux annexes, laiprenportant sur le role des récepteurs

ErbB dans les cancers humains et la seconde esttiote publié dans JBSD en 2005.
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CHAPITRE | : LES RECEPTEURS A
ACTIVITE TYROSINE KINASE (RTK)
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Généralités sur les RTK

La premiére phosphorylation de protéine fut décaevdans les années 1950 par Krebs et
Fischer (Krebs and Fischer 1956) alors que I'eristede protéines kinases (PKs) a été mise
en évidence chez les bactéries par Wang et codshos en 1978 (Wang and Koshland
1978). Les processus de phosphorylation/déphoslattiary mis en place par les kinases sont
impliqués dans la plupart des mécanismes de régulattracellulaires (Hunter 1995; Taylor

et al. 1995). Certaines de ces kinases jouent lenin@portant dans le métabolisme des
glucides, des nucléotides, des vitamines, daréglalation des genes, dans les mécanismes de

contraction musculaire, etc. Les kinases sont dgaws les enzymes les plus étudiées.

Actuellement, grace au séquencage du génome huplas,de 500 protéines kinases sont
connues. Les protéines kinases, impliguées dansiephs voies de transduction
membranaires du signal, correspondent a l'une dies importantes familles de protéines
(Noble et al. 2004). Pres d’'une centaine de geadsrt pour ces types de protéines (Blume-
Jensen and Hunter 2001).

Les protéines kinases peuvent étre classées etidiome leur structure ou de leur séquence.
Elles peuvent aussi étre classées selon leur $at@lih dans la cellule ou selon le type d’acide
aminé qu’elles phosphorylent. Il existe les séthmébnine kinases et les tyrosine kinases. Les
PKs ont deux localisations possibles. On distingee PKs cytosoliques et les PKs
membranaires. Comme PKs cytosoligues nous pouvtarda famille des protéines :

- Src (impliguées dans la régulation de la différation et de la prolifération
cellulaire, dans la transduction du signé les récepteurs aux facteurs de croissance, les
intégrines, etc.). Ce sont les premieres protéiyessine kinases connues (Parsons and
Parsons 1997).

- Abl, pour Abelson, intervient dans les processeségulation du cycle cellulaire et
dans le couplage direct a ’'ADN (Smith and Maye®20

- Jak ou Janus kinase (réle dans les voies dedinatisn du signavia les cytokines et

dans I'hématopoiése).

Parmi les PKs membranaires il existe principalentenix classes a savoir les récepteurs a

activité tyrosine kinase (ou RTK) et les séringdtmine kinases. Dans le génome humain, les

12
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récepteurs a activité tyrosine kinase sont codés5Bagenes(Blume-Jensen and Hunter
2001).

Au cours de ces travaux de thése, nous nous somt@essses principalement aux récepteurs

a activité tyrosine kinase ou RTK.

A Architecture des RTK

Les récepteurs a activité tyrosine kinase ont ésduaverts dans les années 1980 par Hunter et
Sefton (Hunter and Sefton 1980). Ces récepteurs des glycoprotéines présentant une
organisation commune a savoir : un domaine exitdagke portant le site de fixation d’'un
ligand polypeptidique, un uniqgue segment transmamdire et une portion cytoplasmique
siege de l'activité tyrosine kinase et portant siess d’interaction protéine-protéine. Les RTK
possedent une activité TK intrinseque stimulée lpaliaison d’'un ligand. Cette activité
enzymatique est localisée dans le cytoplasme etgide transfert du phosphatele I'ATP
vers I’hydroxyle des tyrosines des protéines cielésu du récepteur lui-méme. Ce processus
est appelé autophosphorylation (Hunter 1998). llutpeussi y avoir une trans-
autophosphorylation des résidus tyrosine des réaeptLes RTK permettent la transmission
d’un signal de I'extérieur vers l'intérieur de lallule et jouent ainsi un réle important dans le
contrble de nombreux processus biologiques, tekls lgucycle cellulaire, la migration
cellulaire, le métabolisme, la prolifération et thfférenciation cellulaire (Ullrich and
Schlessinger 1990).

lls sont classés en une vingtaine de familles (asses), présentées sufitare 1.1, (Blume-
Jensen and Hunter 2001; Hubbard 2002) selon latateude leurs domaines extracellulaire et
intracellulaire. Parmi ces différentes familles, distingue les récepteurs aux facteurs de
croissance de I'épiderme (EGFR), les récepteurgsuline (InsulinR), les récepteurs aux
facteurs de croissance des plaquettes (PDGFRjebepteurs aux facteurs de croissance de
'endothélium vasculaire (VEGFR) et les récepteasx facteurs de croissance des
fibroblastes (FGFR).

13



EGFR PDGFR FGFR NGFR EPHR TIE DDR ROS ROR LMR

InsulinR VEGFR KLG/CCK HGFR AXL RYK RET LTK MUSK ?
o o EGFD
IgD
af B
RD LRD CadhD
FNII AB
B B o DiscD
KrinD
B I
1
EGFR INSR PDGFR-a VEGFR1 FGFR-1 CCK4" TRKA MET EPHA1 AXL TIE RYK® DDR1 RET ROS LIK ROR1 MUSK |RTK106
ERBB2 IGF-1R PDGFR-f VEGFR2 FGFR-2 TRKB RON EPHA2 MER TEK DDR2 ALK ROR2
ERBB3* IRR CSF-1R  VEGFR3 FGFR-3 TRKC EPHA3 TYRO3
ERBB4 KIT/SCFR FGFR-4 EPHA4
FLK2/FLT3 EPHAS
EPHAG
EPHA7
EPHA8
A AATYK
EPHB3 AATYK2
AATYK3
EPHB4
F' EPHB5
I EPHB6

caracteristiques structurales De haut en bas : le nom du representant caracjeestie chaque famille de
RTK, sa représentation schématique, et les mendmehaque famille. AB : boite acide, CadhD : domale
type cadhérine, CRD : domaine riche en cystéines[D: domaine de type discoidine, EGFD : domaiag¢ype
EGF (facteur de croissance épidermique), FNIIImédme de type fibronectine type lll, IgD : domaite type
immunoglobuline, KrinD : domaine de type krinD, LR@omaine riche en leucine. D’aprés (Blume-Jerss&h
Hunter 2001).

La majorité des RTK est exprimée a la surface il sous forme d'une chaine
polypeptidique unique et est monomeérique en l'absette ligand Kigure 1.1). Cependant
certains RTK ont des structures particulieres stcle cas des récepteurs de la sous famille
HGFR et ceux de la sous famille des récepteursnauline (InsulinR). Le récepteur Met
(facteur de croissance des hépatocytes) membesiris famille HGFR est constitué par une
courte chainew qui est liée par un pont disulfure a une chfimeembranaire. Pour la sous-
famille des récepteurs de linsuline et de I'lGRhs(lin Growth Factor ), la structure
consiste en deux chainesextracellulaires liees par des ponts disulfureeaxdchainefd
membranaires. Les deux chaiiesont également liées par des ponts disulfure. &wsdatit a

la formation d’'un hétérodimee232 (Van Obberghen 1994).

Selon le récepteur, la partie extracellulaire eshEe d’'une association de plusieurs domaines
de type soit immunoglobuline (IgD), soit fibronewilll (FNIII), soit riche en cystéine (CRD)
et de type facteur de croissance épidermique (EGE®Djixation du ligand implique un seul

de ces domaines. Dans la plupart des cas, la fondes autres domaines n’est pas connue,
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sauf pour certains RTK, ou ils pourraient modudelidison du ligand. A I'inverse le domaine
intracellulaire présente une organisation asseplsim

En effet, la partie cytoplasmique est composée dwrBaines a savoir, une région juxta-
membranaire suivie par le domaine a activité tyreskinase et terminée par une queue
carboxy-terminale. Le domaine a activité tyrosimeake des récepteurs de la famille PDGF
présentent une insertion d’environ 100 résidus.orsdes RTK, les domaines juxta-
membranaire et carboxy-terminal présentent uneabiité dans leurs longueurs et leurs
séquences. Ces domaines contiennent des sites alphahylation de tyrosine et de
sérine/thréonine, qui peuvent étre phosphorylédepegcepteur méme (autophosphorylation)
ou par des protéines kinases hétérologues (Hul204)2)).

Quant au domaine transmembranaire (TM) servanietiedntre les parties extra- et intra-
cellulaire, il est constitué de 23 a 26 résidusrbgtiobes dont la séquence présente peu
d’homologie d'une protéine a l'autre. Pour assuterrét de la translocation lors de la
synthése peptidique, le domaine TM a de nombresidué chargés dans sa partie C-
terminale. Ces résidus permettent aussi 'ancrgtgplasmique de la protéine en prévenant
tout mouvement vertical de la protéine dans la nran

Ce domaine est une composante principale dansittidonement de ces récepteurs. Son réle
a été suggeéré suite a la découverte en 1986 pgnmadan et collaborateurs (Bargmann et al.
1986) d'une forme oncogénique du récepteur NeuteClirme induit une activation

constitutive du récepteur et est caractérisée pamutation Val664/Glu.

1 Mutations au sein du domaine TM des RTK

Des mutations comparables a Val664/Glu ont été iseed dans des segments
transmembranaires d’autres RTK et, comme dans Né&,mane activation constitutive de la

kinase est associée a la mutation dans la pluparcds. Léableau 1.1résume les données
collectées sur ces mutations dans les segmengsresmbranaires des RTK.
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Modifications au niveau du segment TM

Conséquences

Références

Neu : mutation Val669 Glu
ErbB2 : mutation Val659Glu
EGFR : mutation Val62® Glu

EGFR drosophile : mutation Val828GIu
Récepteur insuline : mutation Val93&sp

IR-1 : mutation Val922Glu

Activation constitutive
Dimérisation

Activation constitutive
Activation constitutive

Activation constitutive

Activation constitutive
N taux de synthése du pro-récepteur

Activation constitutive

(Bargmann and WeinberiP88)
(Weiner et al. 1989)
(Segatto et al. 1988)
(Miloso et al. 1995)
(Wides et al. 1990)

(Longo et al. 1992)
(Yamada et al. 1992)

(Takahashi et al. 1995)

PDGFR : chimere avec segment TM de Neu
V->E

Récepteur insuline : chimere avec segment T

de Neu \WE

M

Activation constitutive

Activation constitutive

Récepteur insuline : chimére avec segment TMActivation constitutive

de Neu

N internalisation

(Petti et al. 1998)

(Cheatham et al. 1993)

(Yamada et al. 1992)
(Yamada et al. 1995)

Neu : expression de peptides correspondant aunhibition de la transformation par NeuxE

segment TM de Neu

Inhibition de la dimérisation

(Lofts et al. 1993)

Récepteur insuline : inversion du segment TM

(Lys917-GIn944)

Probléme de biosynthése
ForteN activité tyrosine kinase in vitro et in
vivo

(Yamada et al. 1995)

Récepteur insuline :
Gly933-Pro934 Ala-Ala

Internalisation” x2

(Goncalves et al. 1993)

Récepteur insuline : chimere avec les domaineActivation par aspartate

extracellulaire et TM du récepteur aspartate

Spécificité du substrarécepteur insuline

(Moe et al. 1989)

v-ros : délétion de 3 acides aminés du segmenPerte du pouvoir transformant en modifiant la

™

spécificité du substrat

(Zong and Wang 1994)

EGFR : chiméres avec cytoplasmique de c-ros

-ER1 avec segment TM de EGFR
-ER2 avec segment TM de c-ros

ER1 inhibe et ER2 stimule la croissance
cellulaire, signalisatios

EGFR : chiméres avec domaine cytoplasmique

de NGFR :
-A avec segment TM de EGFR
-B avec segment TM de NGFR

Différenciation cellulaire en réponse a EGF
pour B uniqguement

(Xiong et al. 1996)

(Yan et al. 1991)

FGFR3 : mutation Gly 388 Arg

FGFR3 : mutation Gly 369Cys
FGFR3 : mutation Ala 392Glu

FGFR3 : mutation Lys 658Met

FGFR3 murin : mutation Gly 37tArg
Et
FGFR2 murin : mutation Cys 382Arg

Neu : chimére avec segment TM de FGFR3
Gly 380> Arg

Achondroplasie (forme de nanisme)
Activation constitutive

Achondroplasie (forme de nanisme)
Syndrome de Crouzon avec Acanthosis
nigricans

Displasie squelettique avec rétard du
développement et Acanthosis nigricans

Activation constitutive

Activation constitutive

(Shiang et al. 1994)
(Rousseau et al. 1994)
(Webster and Donoghue 1996)
(Monsonego-Ornan et al., 2000)

(Chen et al1999)

(Meyers et al. 1995)

(Tavormina et al. 1999)

(Li et al. 1997)

(Webster and Donoghue 1996)

Tableau 1.1 :Tableaurécapitulatif des effets d’altérations au niveauddunaine TM sur les récepteurs a

activité tyrosine kinase. Extrait de la these deriiei Aller, 2004.
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B Activation et signalisation des RTK

Les modes d’activation et de signalisation des ROKt représentés surfigure 1.2 (Holbro
and Hynes 2004) correspondant au mécanisme d’'#otivat de signalisation des récepteurs
ErbB.

1 L'activation

Plusieurs étapes caractérisent I'activation des RNKus avons d’abord la fixation d’un

ligand qui induit ensuite une dimérisation ou unkgamérisation non covalente des
récepteurs.

Cette dimérisation facilite la trans- autophosplaiign (entre les deux monomeres) des
résidus tyrosine situés dans la partie cytoplaseniqu dimere, (Heldin 1995; Jiang and
Hunter 1999; Lemmon and Schlessinger 1994; Scinigesi1l988; Ullrich and Schlessinger
1990).

L’autophosphorylation est nécessaire a deux fonstialistinctes dans le processus
d’activation des RTK : la stimulation de l'activitétalytique du récepteur tyrosine kinase et
ce a travers une stabilisation de la configura#otive, et la création de sites de liaison pour
des protéines de signalisation. La phosphoryladies résidus tyrosine léve I'auto-inhibition

permettant I'acces au site actif a 'ATP et auxt@mwes effectrices. Elle permet également la
création de sites de liaison pour des protéinesadeoie de signalisation contenant des

domaines de reconnaissance de phosphotyrosine &irtlBD02).

Parmi ces sites de liaison, on trouve des résitiasghotyrosine a l'intérieur des séquences
spécifiques qui servent de sites de recrutement gesl protéines contenant des modules de
reconnaissance de phosphotyrosines comme les desrai2 ou PTB (Pawson 1995).
Schlessinger a récemment émis I'hypothése de temxie de diméres actifs méme en
l'absence de fixation de ligand. Cela a été propsséte aux études menées sur
'autophosphorylation des RTK qui peut étre amé@ipar des inhibiteurs des protéines

tyrosine phosphatase ou par la surexpression épteaas (Schlessinger 2000).
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2 Les voies de signalisation des RTK

Grace aux études biochimiques, des composantsdelgsvoies de signalisation ont été
identifiés. De plus, les mémes protéines sont suudentifiees comme les produits de genes
qui sont mutés et ce dans difféerentes maladies ime@macomme le cancer, les
immunodéficiences, les maladies neurologiques lets. RTK activent plusieurs voies de
signalisatiorvia des protéines possédant des modules protéiquedrppsmettre le signal au
noyau ou a différentes enzymes.flgure 1.2 montre les différentes voies de transduction du
signal et des réseaux de signalisation qui émerdeptiis quelques années. Les principes
généraux qui gouvernent le flux d’'informations spaémporelles de la surface cellulaire au
noyau et les modes de communication entre lesrdiffés voies de signalisation sont de
mieux en mieux connus.

Les principales voies de signalisation sont : R&gMkinases (pour mitogen-activated protein
kinases) et celle du métabolisme du phosphoinogite$ voies jouent un réle important dans
de nombreux processus métaboliques, le cycle aghkuylla migration cellulaire, la survie, la

prolifération, 'adhésion et la différenciation kadire, etc. yoir figure 1.2).

L’activation et I'autophosphorylation des RTK petteat aussi de recruter une autre classe
d’enzyme, a savoir les PI3-K (pour phosphoinosiBdénase), tout comme la protéine kinase
via la phospholipase @-(PLC+). C'est le domaine SH2 qui se fixe aux récepteurs

autophosphorylés.
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Ligands
= signal
extérieurs

Récepteurs
= initiateurs

Adaptateurs et
voie de
signalisation
= médiateurs
intracellulaires

N
% Facteurs de

NFiB transcription
= effecteurs

AINLNUING AN

| Transcription

Figure 1.2: Représentation schématique de la redistribution awsein du réseau de signalisation des
ligands de la famille EGF et de leurs récepteurs.es ligands de la famille de 'EGF se lient aveaspbu
moins de sélectivité aux récepteurs (numérotés a@d,len bleu, vert, rouge et cyan), entrainafdri@mation de
différents dimeres. ErbB2 ne posséde pas de ligandu, et ErbB3 est dépourvu d’activité kinase. e les
récepteurs activés et phosphorylés, diverses mek@daptatrices (Shc, Grb2, P85,...) ou dotées idtEct
enzymatique (Src, P sont recrutées (en violet). Elles vont ensuitévac diverses voies de signalisation
(entre autres la voie MAP kinase représentée icipaascade Ras-Raf-MEK-ErK, ou la voie de la Kigse
avec la p110 et PKB ; en bleu foncé), ce qui abautiactivation de différents facteurs de transtion (en
jaune). Le type et le degré d'activation des v@mslenchées, et donc le résultat final, dépendéatféis des
ligands et des dimeres impliqués. D’aprés (Hollmd Hynes 2004).

Il est indispensable de souligner que d’autresptéces tels que les récepteurs couplés aux
protéines G et des récepteurs a d’autres hormomesgept activer les voies de signalisation

intracellulaire activées par les RTK. En fait, wascade de signalisation peut non seulement
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étre activée par différents types dicepteurs, mais elle peut également moduler aautr
cascades et cela a plusieurs niveaux. Il est dopossible d’affirmer que I'activation d’'un
récepteur aboutira & une réponse biologique pédieupar la seule étude des voies de
signalisation. Dumont et collaborateurs ont résapFes démonstration expérimentale) les
croisements possibles entre quatre cascades dalisagion décrites dans la littérature : le
résultat présenté surfigure 1.3 a été qualifié par ces auteurs par le terme égacathorror
graph» (Dumont et al. 2001).

Facteur de croissance

Isoproterenol Phénylephrine Gl
_ SRR S | INTERFERON
¢ \R " f"*""'l':::ztrn i.
[ / f _a—i b 'b...
“u ﬁ“ ulR,”  al ?GF% +  IFR-GHR
BAR I AUAT >
N I Ny S P
F\ TR Pt t"}{?’ff-. o Y
o e i
PR ol AL N
ACYCLASEY. 470,771 1Y
£ 7 ".l: F L4 l*!.-II'I'-Jl + |
| RIS 7 Pc s RRAT . PoK
| e
. GAMP Fﬂ;ﬁ‘(’*m;lflu r
I. J'-'“--.-h‘ % ! 'III.I R 4 STAT

.t_l_‘ -
& +
Substrats et 4+ _ “L- g 1 ry * * v
o

de CREB

Substrat Transcriptiol

Figure 1.3 : Réseaux établis entre 4 exemples de voies de siggatlon différentes : «Everything does
everything» selon Dumon{Dumont et al. 2001).

Signalisation croisée entre 4 cascades de tranedudgcrites dans la littérature. La cascade Imeéaist
représentée en noir. Les croisements entre leéreliffes voies de signalisation sont représentéswpur : les
voies inhibitrices sont représentées en rougejdes activatrices sont représentées en vert.

Bien que presque tous les RTK soient activés paredsation, les mécanismes liés a la
transduction du signal de I'extérieur vers le clagmevia la dimérisation des récepteurs

demeurent encore mal connus.

Dans la partie qui suit, jai choisi de présents données concernant les récepteurs de la
famille ErbB/HER.
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Il Les récepteurs de la famille ErbB/HER

Les récepteurs de la famille ErbB/HER sont desgimes transmembranaires appartenant a la
classe | des RTKfigure 1.1). Cette classe est composée de 4 membres a savoir
ErbB1/HER1 ou récepteur au facteur de croissancéégalerme (EGFR), premier RTK
purifié et cloné (Ullrich et al. 1984) ; ErbB2/HER@u p185°F"°%3 également appelé Neu
chez le rat (ces 2 récepteurs de 1255 et 1257 sacichénés respectivement partagent 88%
d’homologie sur l'ensemble de leur séquence: ahgent réalisé avec ClustalW),
ErbB3/HER3 (Kraus et al. 1989; Plowman et al. 1980)ErbB4/HER4, le plus récent
(Plowman et al. 1993).

Comme les autres récepteurs RTK, les récepteuls fdenille ErbB sont exprimés dans une
grande variété de tissus (Srinivasan et al. 1998).exemple, ces récepteurs sont fortement
exprimés dans le mésenchyme épithélial et le tigswonal. lls sont impliqués dans plusieurs
processus biologiques tels que la proliférationdiférenciation, la migration et la survie
cellulaire @oir figure 1.2). lls sont aussi impliqués dans le développemes glandes
mammaires pendant la puberté et la grossesse (Matab. 2004). L’absence de ErbB1 est
souvent liée a des anomalies au niveau cérébrateplaire et au niveau des structures
épithéliales (Miettinen et al. 1995; Sibilia and gvar 1995) tandis que celle de ErbB3,
conduit & une absence de cellules de Schawnnegéastes neuropathies (Riethmacher et al.
1997). Les récepteurs ErbB2 et ErbB4 sont implicagssi dans le développement cardiaque
et cérébral (Gassmann et al. 1995; Lee et al. 1995)

La dérégulation de la signalisation des récept&ub® entraine de nombreuses pathologies
humaines (cancer du sein, poumon,...) (Alroy and ¥ard997) en particulier dues a
limplication de ErbB1 et ErbB2.

Ces récepteurs sont composeés de trois parties.obraide extracellulaire (portant le site de
fixation du ligand) relié au domaine intracellukaiiprésentant une partie tyrosine kinase) par
un simple segment transmembranaire (Olayioye é2(dl0). Je présente ici un état des lieux
des connaissances sur la structure de ces réceptdaurs domaines.

Comme la plupart des RTK, c’est la fixation du igaqui activerait ces récepteurs entrainant
’homo ou I'hétéro dimérisation. On connait actaeient une douzaine de ligands se fixant
sur les 4 récepteurs de la famille ErbB, offrantguand nombre de combinaisons possibles,
procurant ainsi une grande diversité des voiesgiabsation (Gullick 2001).

La cible de mes travaux est I'association hétérédigue des domaines TM des récepteurs
ErbB.
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A Structure

Les récepteurs ErbB2, ErbB3 et ErbB4 présententassez forte homologie de séquence sur
'ensemble du récepteur ErbBl de 40 a 50% seldigiieament réalisé avec ClustalW :

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.htinlLes domaines tyrosine kinase possedent un haut

degré d’homologie (> 58%) (Peles and Yarden 1988k ajue les domaines extracellulaires
sont moins conservéfigure 1.4). Les différences de séquences des domaines elkiitates
expliquent leur difference dans la spécificité pdarfixation du ligand (Normanno et al.
2003).

™
ErbB1 ] — CT —
ErbB2 42 50 37 45 76 83 23
ErbB3 38 47 42 53 49 58 8
ErbB4 48 51 44 52 78 80 28

Figure 1.4 : lllustration schématique et homologie des réceptelar la famille de ErbB avec le récepteur
ErbB1/EGFR ou HER1. D'apres (Peles and Yarden 1993)

La figure 1.5 représente une illustration du récepteur ErbB1IEGFR montrant les trois
domaines caractéristiques des RTK. Le domaine eslttdaire fait environ 620 résidus et est
relié au domaine cytoplasmiquig %32 résidus) par une courte hélice transmembraaiz3

résidus).

Actuellement, il existe un certain nombre d’'infotioas structurales sur les différents

domaines de ces récepteurs grace notamment &tallographie.
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DOMAINE EGF FONCTION Q

I ) IV
Extracellulaire ‘ \ Liaison du ligand O
~ 620 résidus Dimérisation I

Transmembranaire

~ 23 résidus Ancrage dans la membrane

Juxtamembranaire Contréle négatif (Thr 654)

~ 40 résidus @
_ _ Liaison de I'ATP (Lys 721)
Tyrosme,K!nase Liaison du substrat
~ 260 résidus Activités catalytiques

Queue C-terminale o100 Signal de régulation
~ 232 residus

Figure 1.5 : Topologie de EGFR Les 4 récepteurs ErbB sont des glycoprotéines amecseule hélice
transmembranaire (~ 23 résidus environ), reliamtdmaine extracellulaire (~ 620 résidus environdamaine
intracellulaire (~ 532 résidus enviromles sous domaines Il et IV (en orange) représeiigeniégions riches en
cystéine. L'EGF (en bleu) se fixe sur la surfacemi@e par les domaines | et lll. Les symboles S et R
représentent respectivement le site d'interactiorddmaine tyrosine kinase avec le substrat etdetefirs de
régulation. D'apres (Ullrich and Schlessinger 1990)

Les données structurales des différents domainesederécepteurs sont de plus en plus
nombreuses. Ldableau 1.2 est un résumé de quelques structures obtenuefRXaet

répertoriées dans la PDB. Le récepteur ErbB1,@e@in complexe est le plus étudié.
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Récepteur| Code Titre Résolution| Date Auteurs

PDB (RX) en A

2J5F | Crystal structure of EGFR kinase domain in glem 3.00 27-02-07 | (Blair et al. 2007)
with an irreversible inhibitor 13-JAB*

1XKK |EGFR kinase domain complexed with a quinaa|in  2.40 07-12-04 | (Wood et al. 2004)

inhibitor- GW572016*

2GS6 | Crystal Structure of the active EGFR kinasaalo in
complex with an ATP analog-peptide conjugate

2GS7 | Crystal Structure of the inactive EGFR kindm@ain in 2.60 20-06-06 | (Zhang et al. 2006)
complex with AMP-PNP*
2GS2 | Crystal Structure of the active EGFR kinasealn 2.80

2J6M | Crystal structure of EGFR kinase domain in glex 3.10
with AEE788*

2ITP | Crystal Structure of the active EGFR kinasendio 2.74
G719S mutation in complex with AEE788*

2ITU | Crystal Structure of the active EGFR kinasemdin 2.80 (Yun et al. 2007)
L858R mutation in complex with AFN941*

2ITW | Crystal Structure of the active EGFR kinasendin in 2.88 03-04-07

complex with AFN941*
ErbB1 2ITX | Crystal Structure of the active EGFR kinasendin in 2.98
complex with AMP-PNP*
2ITY | Crystal Structure of the active EGFR kinasendi in 3.42
complex with IRESSA*

1M14 | Tyrosine Kinase Domain from Epidermal Growth
Factor Receptor

1M17 | Epidermal Growth Factor Receptor tyrosine &&ja  2.60 04-09-02 | (Stamos et al. 2002)
domain with 4-anilinoguinazoline inhibitor erlotini
1IMOX | Crystal Structure of Human Epidermal Growthctéa 2.50 10-09-03 | (Garrett et al. 2002)
Receptor (residues 1-501) in complex with TGF-alpha
1IVO | Crystal Structure of the Complex of Human Epidal 3.30 16-10-02 | (Ogiso et al. 2002)
Growth Factor and Receptor Extracellular Domains.
1YY9 | Structure of the extracellular domain of theidermal (Li et al. 2005)
growth factor receptor in complex with the Hab 2.61 26-04-05
fragment of cetuximab/Erbitux/IMC-C225*
1IMFG | The Structure of ERBIN PDZ* domain bound te@th 1.25 21-01-03 | (Birrane et al. 2003)
Carboxy-terminal tail of the ErbB2 Receptor
1IN8Z | Crystal structure of extracellular domain ofinfan 2.52 18-02-03 | (Cho et al. 2003)
HER2 complexed with Herceptin Fab
1S78 | Insights into ErbB signaling from the struetwf the 3.25 27-04-04 | (Franklin et al. 2004)
ErbB2 ErbB2-pertuzumab complex
2A91 | Crystal structure of ErbB2 domains 1-3 2.50 -0Z805 | (Garrett et al. 2002)
ErbB3 1M6B | Structure of the HER3 (ERBB3) ExtracellularrBain 2.60 02-08-02| (Cho and Leahy 2002)
ErbB4 2AHX | Crystal structure of ErbB4/HER4 extracellutiamain 2.40 27-09-05| (Bouyain et al. 2005)

Tableau 1.2: Exemple de quelques structures obtenues par toigtaphie des rayons X des différents
domains des récepteurs ErbB issus de la Protes Baik (PDB), * voir PDB
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home)do
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1 Domaine extracellulaire

Le domaine extracellulaire est formé de 4 régiohsl; Il et IV (figure 1.5) (Jorissen et al.
2003; Ullrich and Schlessinger 1990). L'extrémitéedminale de ce domaine possede un
peptide signal de 20 résidus. La région | est d¢rést de 140 résidus. Les régions, Il et 1V,
sont riches en cystéines et séparées par la piriigzes domaines Il et IV ne forment pas de
pont disulfure (Bazley and Gullick 2005).

Les domaines | et Il présentent une homologie dien 40% entre les récepteurs tandis que

les domaines Il et IV présentent une homologieimneisle 50% (Peles and Yarden 1993).

Ces derniéres années une percée importante a féuéé dans I'étude structurale du
domaine extracellulaire de ces récepteurs. Ogiscokhborateurs ont obtenu la structure
cristallographique du récepteur EGFR lié a 'EGBdE PDB : 11VO) (Ogiso et al. 2002)
tandis que d’autres auteurs I'ont cristallisé ae@GFu (Ferguson et al. 2003; Garrett et al.
2002). lls montrent I'implication des domaines liédans la fixation de ligand.

Les structures du domaine extracellulaire de Neud gsode PDB : 1N8Y) et de ErbB2
complexé avec I'herceptine (code PDB : 1N8Z) sasisaobtenues avec une résolution de 2.4
A et 2.5 A respectivement par Cho et collaboratguéze a des études cristallographiques
(Cho et al. 2003). L'herceptine, molécule anti-éaease dirigée contre ErbB2, se lie sur la
portion C-terminale du domaine IV du récepteur EXpb&n un site incluant la boucle étendue
du domaine Il dans I'état inactivé de ErbB1 et E3bB

La comparaison des structures des domaines extlatels de ErbB2, ErbB3 (Cho and
Leahy 2002) et ErbB1figure 1.6 8 (Ferguson et al. 2003; Garrett et al. 2002) indigue

les domaines | et Il et les domaines Il et IV cament la méme orientation relative. Mais
'orientation de la paire I-1l est tres differente celle de la paire IlI-IV. Le changement
conformationnel implique des mouvements de compisies de la paire I-1l relativement a la
paire IlI-IV autour d'un pivot situé entre les doimes Il et Il (Cho et al. 2003). La
superposition des structures des domaines extntaiedls de ErbB2 et ErbB3 est représentée
dans ldigure 1.6 b.
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Figure 1.6 : Représentation de la structure du domaine extracellaire 8) de ErbB1/EGFR (code PDB :

1MOX). D’aprés (Garrett et al. 2002)0) de ErbB2 (code PDB : 1N8Z) en vert et de ErbB@I§B) en rouge
aprés superposition des domaines Il et IV. Lah&indique la relation étroite en les domainestll\edu
récepteur ErbB3. D’aprés (Cho et al. 2003).

La proximité et I'orientation relative entre lesndaines | et 11l de ErbB2 sont tres similaires
au réarrangement des domaines observés dansdaustrde 'EGFR complexé avec le TGF-
o ou 'EGF. Le récepteur ErbB2 est en configuratimverte alors que les autres récepteurs
en absence de ligand sont en configuration ferfadeB1 adopte une configuration ouverte
similaire a celle adoptée par ErbB2 apres fixatitanligand. La configuration fermée est
caractérisée par des contacts étroits entre lesidesll et IV et la configuration ouverte par
des contacts étroits entre les domaines | et Hicanfiguration ouverte est plus favorable a la
dimérisationvia les boucles des domaines Il et IV. L'absence iaé de ErbB2 pour un
ligand peut-étre expliqguée par sa structure ouvguiene requiert pas la fixation de ligand
pour relacher la conformation auto-inhibée (ou #&ejn Dans cette configuration, ErbB2 est
capable d’'interagir avec les autres partenaireg sm role de co-récepteur avec chaque autre
récepteur en absence de liaison directe avec #ndiglL’absence de conformation auto-
inhibée de ErbB2 explique son potentiel transforhgamand il est surexprimé.

Franklin et collaborateurs ont résolu en 2004, ttacture cristallographique du domaine
extracellulaire de ErbB2 complexé avec un fragntenipertuzumab (Franklin et al. 2004).
Comme le trastuzumab, le pertuzumab est un ansamgnoclonal dirigé contre le récepteur
ErbB2 (Vajdos et al. 2002).

La structure de ce complexe ErbB2/pertuzumab @létgnue avec une résolution de 3.2 A.
Le pertuzumab se fixe spécifiguement sur le récedebB2 (pas de fixation spécifique sur
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Neu). Sa fixation blogue la boucle de dimérisatide ErbB2 et empéche ainsi
I'hétérodimérisation avec 'EGFR ou ErbB3 commaenlentre lafigure 1.7.

La structure du domaine extracellulaire de ErbB2pb® au pertuzumab (Franklin et al. 2004)
est tres similaire a la structure seule et dansolaplexe avec le trastuzumab (Cho et al.

2003). Seul le domaine IV du complexe ErbB2/penah subit une rotation de 20° par

rapport au reste de la protéine.
Figure 1.7 : Hétérodimérisation de I'EGFR
avec ErbB2 en présence ou non du pertuzumab.
Les surfaces des régions extracellulaires de Eddl
EGFR sont représentées avec les domaines |, II, 1lI

A
f»‘v
_ Ex"ace"“'a'_re et IV respectivement en vert, bleuoldt et gris

: ‘i
1 k. L'EGFR est toujours placé du cété gauche et ErbB2
Intracellulaire \j‘ a droite. L'EGF est on orange et le pertuzumal
de EGFR est dans une conformation fermée qt
permet pas la dimérisation.
dimérisation de 'EGFR d'interagir avec ErbB2.
D’aprés (Franklin et al. 2004).

‘ rose D). La membrane lipidique est sous forme
sphéres et le domaine transmembranaire
représenté par une hélice noire. Les rég
_ intracellulaires sont en jaune et vert pour 'EGFI

c *r'.fg: D ErbB2 respectivement.
‘"‘ W;ﬁ 4{_‘ A : monomeéere EGFR sans molécule de ligand
i en proximité de ErbB2. Le domaine extracelluli

_ _ Extracellulalre 1
s e B : Dimeérisation de EGFR - ErbBda leur boucle
Intracellulaire ‘ de dimérisation.

C : EGFR apreés fixation du ligand EGF (en orar
est en configuration ouverte, avec exposition
boucles de dimérisation.

D: la fixation du pertuzumab sur ErbB2 bloque
'hétérodimérisation en empBant la boucle d
La récente structure cristallographique du réceptetbB4 figure 1.8 8 obtenue en
'absence de ligand complete les données sur caideniBouyain et al. 2005). Les auteurs
ont montré que ce récepteur adopte une conformatioitaire a la forme inactive de ErbB1
et ErbB3. lls démontrent que tous les récepteursette famille adoptent une conformation
auto inhibée en I'absence de ligands. Contraireradatfixation de I'EGF et du TGF sur le
récepteur ErbB1, une diminution du pH n’affecte peadixation du ligand NRG1 sur les
récepteurs ErbB3 et ErbB4 et celle du ligand BT€les deux récepteurs ErbB4 et ErbB1.
Ces résultats montrent un important réle du ligdads la détermination de la fixation pH
dépendante et expliqueraient les différentes regggobtenues quand le méme récepteur ErbB
est stimulé par différents ligands (Bouyain et 2005). Dans la forme inactive, le
réarrangement des domaines du récepteur ErbB4ugdé gar une boucle en épingle a
cheveux de 20 Afigure 1.8 b). Ce contact entraine I'inaccessibilité d’une aocef équivalente
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a 674 K avec des paramétres comparables & ceux obsemnvésepaécepteurs ErbB1 (Cho
and Leahy 2002) et ErbB3 inactifs (Ferguson e2@0.3).

Figure 1.8 : Structure de ErbB4. @) Représentation en ruban de ErbB4. Les domainegsll|,let IV sont
respectivement en bleu, vert, jaune, et rouge. § ebrrespondent aux extrémités N etbLReprésentation en
surface de ErbB4. Les contacts entre les domalretdV sont encadrés. Code PDB : 2AHX. D’aprés ({gain
et al. 2005).

Les structures cristallographiques obtenues peemetine meilleure compréhension de la
fixation du ligand et de la dimérisation de cesepteurs. Toutefois ces données sont a
prendre avec précaution dans la mesure ou :

- Les structures sont souvent obtenues a des tatapes différentes de celle du milieu
biologique.

- Ce sont uniqguement des structures du domainacthulaire. La dimérisation de ces

récepteurs implique aussi les parties transmemiveaeicytoplasmique.

2 Domaine intracellulaire

La partie intracellulaire est composée de trois @oes : le domaine juxtamembranaire suivi

du domaine tyrosine kinase (TK) et la queue autsphorylante.

La partie juxtamembranaire, de structure encorerinae, est composée d’environ 40 acides

by

aminés. Ce domaine contient des sites phosphopdésdes protéines a activité tyrosine
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kinase et des résidus basiques qui peuvent infarelac dimérisation des récepteurs ErbB
(Aifa et al. 2005; Aifa et al. 2006).

Le domaine TK est tres bien conservé entre leptéues ErbB1, ErbB2 et ErbB4. En effet
'alignement des séquences révele une homologievitin 80% entre ces récepteurs alors
guelle est de 58% entre ErbBl et ErbB3 (alignemegtlisé avec ClustalW :
(http://www.ebi.ac.uk/clustalyy (figure 1.4.), (Peles et al. 1993). ErbB3 présente des

substitutions au niveau de quatre résidus impatdatdomaine TK (résidus conservés pour
'ensemble des RTK) qui pourraient étre liees a waotvité enzymatique pour ErbB3
(Carraway and Cantley 1994). Cette homologie deiesdes suggere que les domaines TK
des récepteurs de la famille EGFR adoptent unetsteitres similaire.

Le domaine cytoplasmique est une région importgaer la transmission du signal des
récepteursvia les réseaux de signalisation intracellulaire, sta@ au moins un réle
stabilisateur dans la formation des dimeres. bBéangontré que des mutants EGFR dépourvus
de la partie extracellulaire forment des diméregcaune activité kinase, capables de
s’autophosphoryler (Chantry 1995). Des études rrahgue les domaines intracellulaires des
récepteurs EGFR peuvent s’associer pour formersttastures énergétiqguement favorables
en présence d’'une membrane qui stabiliserait l@dindu fait de la distribution des charges
électrigues (Chantry 1995; Kokai et al. 1989; Muealal. 1996).

Des études structurales ont été réalisées surroaide intracellulaire (Stamos et al. 2002 ;
Zhang et al. 2006).

Ainsi, en 2002, Stamos et collaborateurs ont régoktructure du domaine TK du récepteur
EGFR (code PDB : 1M14) par cristallographie auxoresy X (Stamos et al. 2002). Cette
structure, incluant 40 acides aminés de la queuer@inale, complexée ou non avec
I'erlotinib a été déterminée a 2.6 A de résolutibierlotinib (ou Tarceva) est un agent anti-
cancéreux actuellement utilisé dans la lutte cotérgains cancers mais reste encore en essai
pour d’autres types de cancevsi( annexe J.

Le domaine kinase est constitué de deux lobesolhe N-terminal est composé de feuillBts
et d'une hélican. Il inclut une boucle riche en glycine qui permeffikation des nucléotides
phosphates. Le lobe C-terminal adopte une orgamisa&n hélicea et comprend la boucle

activatrice, la boucle catalytique et le motif DFI& sont séparés par un sillon, site de
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fixation de 'ATP ou de ses analogues. La strucggaérale du domaine kinase de 'EGFR

complexé avec l'erlotinib est représentée darfiglae 1.9.

Lobe
> N terminal

Erlotinib =3 :
\_,S! ?:__ DFG BouclericheenG 7

~—

Lobe
> C terminal

‘!-..
- Boucle activatrice )
o84 é—/—‘ /
Boucle catalythue

L jr {
4

Figure 1.9 : Structure du domaine tyrosine kinase de 'EGFR aveses principales caractéristiques (code
PDB : 1M14).
L’erlotinib est situé dans le sillon séparant leddN-terminal du lobe C-terminal. D’aprées (Stamibal €2002).

Le lobe N-terminal a une structure tertiaire trésilaire a celle observée dans les autres RTK
(le RMSD calculé sur les centre la structure de 'EGFR et du FGFR est de A).2
L’absence du motif de deux résidus WE, présent dangres kinases telles que le récepteur
a l'insuline (InsulinR) (Hubbard 1997), le FGFR (NMoommadi et al. 1996) et la lymphocyte
tyrosine kinase (Lck) (Yamaguchi and Hendrickso®@)9ne modifie pas l'activité de ce
lobe. Ce motif WE permet d’importantes stabilisasicstructurales et apparait comme une
frontiere entre le domaine kinase et le domaingajmwembranaire. Dans 'lEGFR ce motif est
remplacé par les résidus Arg et lle qui conduisemh effet identique.

Le lobe C-terminal a une structure également sireila celle décrite dans d’autres structures
(RMSD entre le lobe C-terminal de EGFR et celulRlet Lck est de 1.1 A).

La boucle activatrice dans les RTK change de comdtion aprés phosphorylation d’'une
tyrosine ou d’'une thréonine. La structure de ladmwactivatrice de EGFR avec ou sans
inhibiteur differe significativement des bouclestiwatrices non phosphorylées des autres
RTK. Vers la fin dulobe C, le motif LVI régule la transphosphorylatioles substrats
tyrosines. Le site catalytique tyrosine kinase @galement tres conservé (RMSD entre
'EGFR, I'IR et le FGFR est de 0.1 A). Le motif DE@nportant et trés conservé, occupe le
site de fixation de I'ATP et adopte le méme arranget que dans le récepteur a l'insuline
(Stamos et al. 2002).
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Récemment, Zhang et collaborateurs (Zhang et &620nt montré, suite a des études
cristallographiques et biochimiques, que la kindseErbB1 est activée par un mécanisme
allostérique. Dans ce mécanisme, le lobe C du dwmmkinase d’'un des récepteurs dans le
dimére forme un contact spécifique avec le lobeuNddmaine kinase de l'autre récepteur
pour l'activer formant ainsi un dimere asymétriq@e meécanisme explique pourquoi le

récepteur ErbB3, dépourvu d'activité kinase ingmse, est capable d’activer les autres
membres de la famille ErbB (Hubbard and Miller 2007

La queue C-terminale du domaine cytoplasmique ewt partie non conservée pour

'ensemble des RTK (Dougall et al. 1994). Du faét ldur faible homologie, la modélisation

de la structure de cette région est limitée. Néansndes modeles du domaine TK de 'TEGFR
obtenus par homologie et simulations de dynamiquéécualaire a partir des structures

cristallographiques du domaine TK du récepteuimiiline suggerent un repliement de cette

gueue pour interagir avec le site actif du domé&inase opposé (Groenen et al. 1997).

3 Le segment transmembranaire

Les premiers travaux qui ont montré I'implication domaine TM dans la dimérisation et
I'activation de ces récepteurs datent d’'une vimgtad’années (Bargmann et al. 1986; Weiner
et al. 1989). En plus de son role de lien entredlsx domaines extra- et intracellulaire, le

domaine transmembranaire contribue a la dimérisatés récepteurs ErbB.

Le domaine TM des récepteurs ErbB est constituéaviten 25 résidus hydrophobes. Ce
domaine structuré en hélice a fait I'objet de plusieurs études expérimentalesime par
exemple celles de (Deber and Li 1995; Miloso e1885; Smith et al. 1996).

L'importance du domaine TM a été mise en évidendéesa la découverte de la forme

oncogénique de Neu, résultant de la mutation pefiet¥al664 en Glu664 dans ce domaine
(Bargmann et al. 1986; Bargmann and Weinberg 1988).

Le mécanisme par lequel cette mutation active tepteur n’est pas connu. Sternberg et
Gullick ont proposé un modele basé sur des coraidés stéréochimiques supposant que
cette mutation stabilise les interactions entrehéécesa correspondant aux domaines TM

(Sternberg and Gullick 1989).
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En effet, ils ont proposé un modéle dans lequekarsidérant la conformation du domaine
TM structuré en hélice, le groupe carboxyle de Glu 664 de I'hélice d’écapteur forme
une liaison hydrogéne (LH) avec I'oxygéne du groogsbonyle de 'Ala 661 de I'hélice du
second récepteur. Une autre liaison hydrogene siguétest formée entre I'oxygene du
groupe carbonyle de Ala 661 du domaine TM du premd@ieepteur avec le groupe carboxyle
de Glu 664 du domaine TM du second réceptagui@ 1.10 3. Ainsi, cette dimérisation
accrue de I'oncogéne Neu mimerait une associatganrécepteurs induite par leur ligand et
entrainerait une activation constitutive de l'atévTK (Sternberg and Gullick 1989). Un
second modele complémentaire a celui de Sternbde@ukick a été proposé par Smith et
collaborateurs qui ont étudié les séquences TMrélespteurs Neu sauvage et oncogénique
par des techniques de spectroscopie infrarougeipétaet de RMN (Smith et al. 1996). Les
résultats de cette étude suggéerent I'existenceaaikohs hydrogene fortes entre les chaines
latérales des résidus Glu 66@y(re 1.10 b).

a) b)
Hélice A Hélice B Hélice A Hélice B

Ala 661 Ala 661
Glu 664 G Glu 664 COOH HOOC Glu 664

Figure 1.10 : Représentation schématique des interactions de lsins hydrogéne (LH) entre les hélices
transmembranaires.

a) Les chaines latérales protonnées de Glu 664 digliee forment des LH avec le groupement carbodgle
Ala 661 de I'hélice opposée. D’'aprés (Sternberg@unliick 1989).

b) les chaines latérales protonnées des résidusBalioément des LH entre elles (Smith et al. 1996).

\\/

C’est dans la partie N-terminale du domaine TM deuNreconnue pour induire une
dimérisation des hélices TM qu’est localisé ledasvValine 664 a I'intérieur d’'une séquence

consensus (Sternberg and Gullick 1990).

Goetz et collaborateurs ont étudié, la structure@maine TM de Neu, homologue de ErbB2
(Goetz et al. 2001). Par dichroisme circulairestl montré que ce domaine solubilisé dans le
TFE (trifluoroéthanol) ou incorporé dans des soki micellaires de SDS (sodium dodécyl
sulfate) et d'eau ou dans des bicelles composéesnélange de DMPC (dimiristoyl-
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phosphatidylcholine) / DCPC (dicaproyl-phosphatitigline) bien hydratées, adopte une
structure hélicoidale pour environ 80% de ses acieinés. L'étude par RMN du proton en
solution dans du TFE, montre une héleceeguliere présentant une déformatimsur deux
tours (lle 671-Gly 677) couvrant la région richewatines (Val 673-Val 676). LAgure 1.11

représente la structure du domaine transmembratailéeu.

Figure 1.11 : Superposition des 5 structures minimis
(séquence de 35 résidus ®°¥ R*®*) du segment TM de Ne
apres modélisation (code PDBLIIJ). Meilleure superpositia
des structures entre les résid§®ét K avec un RMSD de 1 .
calculé sur les atomes du squelette peptidiquena#f o Ta est
indiqué. Hélicea LH : CQ et NH.; HélicemtLH : CO — NH;s.
D’aprés (Goetz et al. 2001).

39A

Récemment, Houliston et collaborateurs ont mis wdeéice de facon moins marquée la
présence de la hernie dans le segment TM de Neu. Ainsi, ils ont obsgraé RMN en
solution dans le TFE et dans des micelles de DRA&gylphosphocholine) une différence
structurale entre le segment TM sauvage et muté6daGlu(Houliston et al. 2003, 2004).
Ces résultats ont été confirmés dans nos étudéseantes Yoir annexe 2 (Samna Soumana
et al. 2005).

Le domaine TM des récepteurs ErbB2 ou Neu a égetaent étudié au sein de I'équipe
(Duneau et al. 1999; Duneau et al. 1999; Duneal. di997; Duneau et al. 1996; Garnier et
al. 1997; Garnier et al. 1994; Sajot et al. 19%9pGand Genest 2000, 2001).

Les premieres études de dynamique moléculaireesiécepteur Neu/ErbB2 ont été réalisées
sans tenir compte de I'environnement membranaies &imulationsin vacuo sont une
approximation valable de cet environnement memilir@ar& 'on compare les constantes
diélectriques relatives (dans le vigle 1 et dans la membrages 2-4).

Garnier et collaborateurs ont montré que le pedEd®B2 muté Val659/Glu est plus flexible
gue son homologue sauvage (Garnier et al. 1994)telas, la structure hélicoidale de ces
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deux peptides est conservée, néanmoins il appdeaitthangements conformationnels tels
une transitiona - T; au niveau du site de la mutation et en aeak résultats sont aussi
observés dans le cas de Neu sauvage et muté (S2ounzana et al. 2005Ydir annexe 3.

La présence de déformatiora été également observée dans le cas de ErbBagsmatmuté
Val659/Glu (Duneau et al. 1996). Elles sont obsesvaussi bien dans le vide que dans un
environnement lipidique composé de DLPE (dilaunglybsphatidylethanolamine), ou de
DMPC (Dimirystoyl-phosphatidylcholine) (Duneau ét 2997; Duneau et al. 1996; Samna
Soumana et al. 2005). L'origine de la déformatiaant de la succession de résidBs
branchés (comme les résidus valine) suivis d’'ugreigg, qui agissent comme déstabilisateur
de la structure en hélica. D’autres séries de simulations ont montré queml#ation

oncogénique n'empéche pas la transition locat2 1t

Par mécanique et dynamigue moléculaires la rechates modéles d’homodimérisation des
segments TM de Neu, ErbB2 proto-oncogénique etgérique a été effectuée en se basant
sur les données biologiques (Duneau et al. 199%eBw et al. 1999; Duneau et al. 1997;
Duneau et al. 1996; Garnier et al. 1997; Garniealetl994; Sajot et al. 1999; Sajot and
Genest 2000, 2001). Il a été montré que les hétinesine préférence pour les interactions de
type gauche. Le modéle de dimére muté Val659/™stabilisé par des liaisons hydrogéne
inter-hélices entre les chaines latérales de Gluaczord avec les résultats expérimentaux
(Smith et al. 1996). Le r6le du motif VEG a été mmsévidence pour I'association des hélices
TM. Au cours de ces simulations, différents modesgsbciation des hélices TM de ErbB2
ont été observés, et sont également décrits paedbsiques Monte Carlo (Kim et al. 2003).

Dans la plupart des simulations sur les dimereshéices présentent des hernies

L’étude des homodiméres du domaine TM des réceptedoB2/Neu dans un environnement
membranaire formé de DMPC (Aller et al. 2005) ou &©&PC (Palmitoyloléyl-
phosphatidylcholine) (Aller et al. 2006) a faitthjet d’'une thése effectuée par Pierre Aller.

4 Le récepteur entier

Il n'existe pas de structure cristallographique ptate des récepteurs de la famille ErbB.

Seules des informations structurales « morceléesi» les domaines extracellulaire,
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intracellulaire et transmembranaire sont disposibieais permettent I'ébauche d’une vision
globale de la structure de ces récepteurs.

Récemment des auteurs (Bagossi et al. 2005) opbpéoun modele de la structure compléte
du récepteur ErbB2 complexé a I'herceptine Fabrabfear modélisation par homologie. Les
données utilisées sont comparées a celles de Dateallaborateurs (Duneau et al. 2007) et
réesumées dans tableau 1.3suivant. Les deux structures obtenues sont repggeesur la
figure 1.12

Les auteurs ont utilisés pratiquement les mémes@ksr méme si pour le domaine TM,
Bagossi et collaborateurs ont fait appel a plusiestructures contrairement a Duneau et

collaborateurs. De plus ces derniers n’ont pasiiialpartie intracellulaire de ces récepteurs.

La structure dimériqgue du domaine extracellulaseampatible avec la structure dimérique
du domaine TM. Le modéle suggere une rélation tétemtre ces deux domaines (Duneau et
al. 2007). De plus, ils montrent des hélices du @am TM et une autre boucle du second

domaine riche en cystéine a l'interface.

Données utilisées (Bagossi et al. 2005) (Duneau etla2007)
Combinaison des structures : Combinaison des structures :
Domaine extracellulaire | - 1IM6B (Cho and Leahy 2002; Ogiso et al- 1IM6B (Cho and Leahy 2002; Ogiso et al.
2002) 2002)
- 1IVO (Cho and Leahy 2002; Ogiso et al: 1IVO (Cho and Leahy 2002; Ogiso et al.
2002) 2002)
Combinaison des structures : - 1AFO (MacKenzie et al. 1997)

- 111J (Goetz et al. 2001)

- 1AFO (MacKenzie et al. 1997)
Domaine TM - 1PRC (Deisenhofer et al. 1995)

- 1AP9 (Pebay-Peyroula et al. 1997)

Partie juxtamembranaire] Méthode de prédiction sur

http://www.expasy.org

Domaine intracellulaire - 1M14 (Stamos et al. 2002)

Tableau 1.3: Comparaison des différentes données utilisées gounddélisation de 'homodimeére ErbB1
(Duneau et al. 2007) et de 'homodimeére ErbB2 (Baget al. 2005).
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Figure 1.12 : Modéles des récepteurs entiers ErbB1 et de ErbB2.

a) Modeéle du dimere ErbB2 complexé a I'herceptine.FRbprésentation en ruban du modeéle de la structure
presque compléte du dimere ErbB2 complexé a I'imiree Fab (en gris) (Bagossi et al. 2005).

b) Modéle du dimere ErbB1. Les deux domaines soluliéela structure cristallographique sont en gricéoet

le domaine riche en cystéine en gris clair. Legrguaésidus du domaine juxtamembranaire sont celenénoir.

Le domaine TM est modélisé sur la base de la streicte la GpA (LAFO) (MacKenzie et al. 1997) etisant
comme moule le premier motif SmxxxSm (Sm pour smedlidue : Gly, Ala, Ser ou Thr et x, un résidu
guelconque) du récepteur ErbB1. D’aprés (Duneal €007).
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B Activation

1 Les ligands

La famille du facteur de croissance de I'épiderB&F) est constituée de plusieurs ligands.
Stein et Staros (Stein and Staros 2006) ont doneéeprésentation en arbre phylogénétique
des ligands de la famille de 'EGF chez les vedsbrCette étude sur les ligands des
récepteurs de la famille ErbB est la plus réce@ts auteurs ont généré un arbre sans racine
montrant les différents ligands de la famille d#GF sous forme de branchigg(re 1.13).

Des différences existent selon la méthode utilipéar générer l'arbre, toutefois, il y a
certaines similarités nonobstant la méthode d'amalytilisée. Généralement, I'arbre sépare
les ligands du récepteur EGFR de ceux des réceptEunB3 et ErbB4. Une autre
caractéristique de l'arbre est I'apparition desrgmiapparentes des ligands suggérant des
duplications de gene. Par exemple au sein de lecheades ligands du récepteur de I'EGF,
ces paires sont : TR1/TR2, T&BTC, AR/HB-EGF, et EPR/EGF.

Chez les mammiferes, chaque ligand des réceptehB éontient un domaine de type EGF,
constitué approximativement de 60 acides aminésessaire et suffisant pour I'activation
(Barbacci et al. 1995), lui conférant sa spéc#ide fixation (Holbro and Hynes 2004). Il est
aussi marqué par l'existence d’'un motif structutal type immunoglobuline, de sites de

fixation de I'héparine et des sites de glycosylai{idormanno et al. 2006).

Cette étude montre que la présence de motifs faeilé identifiables permet de discriminer
les ligands de la famille de 'EGF des modules ypetEGF. La famille de 'EGF pourrait
compter plusieurs nouveaux ligands. Ces résultetsitent aussi de nombreuses questions sur

I'évolution de ErbB2 et ErbB3, sur I'activité tyiog kinase de ErbB&tc
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Figure 1.13: Arbre phylogénétique des modules EGF des ligands sleécepteurs ErbB des vertébrés.
Cet arbre est généré en utilisant le rapprochesm@ng voisins avec une correction de Poisson ssiséguences
protéiques avec MEGA (Molecular Evolutionary GecetAnalysis) version 3.1 (Kumar et al. 2004). Clequ
zone ovale colorée correspond a un cluster de iGatidns pour un ligand différent. Certains poutages
autosuffisantpour la séparation entre deux familles de ligamahé sontrés. Malgré le fait que ces pourcentages
soient peu fiablepour certaines ramifications de l'arbre, des arlg@sérés par différentes méthodes de
correction de la distance ont montré des sépaasonilaires des ligands du récepteur de I'EGFestlidlands

de ErbB3/ErbB4. Les positions relatives entre eant £omparables. Des arbres similaires ont étérgéren
utilisant le groupe de programme Phylip version(E&senstein 1989). D’'aprés (Stein and Staros 2006

La figure 1.14 résume les différentes interactions entre les técep et les principaux
ligands.

Le récepteur ErbB2 n’a pas de ligand connu a ce (Guri et al. 2003; Citri and Yarden
2006). L’'absence de ligand capable d'activer sppaiment le récepteur ErbB2 n’a pas
permis des études directes de la dimérisation, saaischerche a abouti a la découverte d’'une
nouvelle famille de molécules : les neurégulineR@Y ou hérégulines (HRG) qui sont des
facteurs de différenciation de la protéine Neu, NBIGF ou ARIA (Carraway et al. 1997;
Chang et al. 1997; Harari et al. 1999; Zhang efl@@7). Ces molécules se présentent sous
différents isoformes et sont les ligands des ré&xeptErbB3 et ErbB4.

Plusieurs ligands sont spécifiques de certaingténes. Ces ligands peuvent étre scindés en

trois groupes. Ainsi nous avons des ligands recerspécialement par ErbBl1, ceux qui se
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fixent sur ErbB1 et ErbB4 et un autre groupe foedigands se fixant sur ErbB3 et ErbB4
(NRG1 et NRG2) ou sur ErbB4 seulement (NRG3 et NRG4

Epigene Figure 1.14: Récepteurs ErbB et leurs
EGF BTC NRG-1 TR ligands. Les récepteurs ErbB sont déc
AR HB-EGF NRG-2 comme des structures transmembran:
TGFa EPR multi lobulaires. Le domaine extracellula
comprend 2 parties riches en cysté
(domaines 1l et IV représentés par
boucles), imphués dans la dimérisatic
induite par la fixation de ligand et 2 régic
sans cystéine (domaines | et Ill) permettar
ErbB1 ErbB -2 ErbB-3 ErbB -4 fixation de facteur de croissance (glob

noir). Une dizaine de ligands connus peuy

se fixer sur les récepteurs de la famille ErbB.
Il nexiste pas de ligand connu pour
récepteur ErbB2. Le domaine 1
intracellulaire est biebulaire, et est entou
par un court domaine juxta membranaire
par une longue queue carboteyminale
H!”E[E ””l” ”E”” “EHHH H“”H contenant les sites de phosphorylation
tyrosines. Le domaine TK de ErbB3 est
inactif (porte une croix). D’apré@armor et
al. 2004).

Bien que ne se liant pas directement a ErbB2,étéamontré que les ligands EGF et NRG
peuvent activer ce récepteur par un mécanisme é@tdimérisation avec ErbB1, ErbB3 et
ErbB4 (Beerli et al. 1995; Karunagaran et al. 1996)

2 L’activation des récepteurs ErbB

La fixation d'un ligand sur la partie extracellukaides récepteurs ErbB induit la formation
d’homo- ou d’hétéro-dimeres puis I'activation duntline TK (Olayioye et al. 2000).

L’activation des récepteurs conduit & une phosghtioyn des résidus tyrosine de la queue C-
terminale. Une fois phosphorylés, ces résidus atilisés comme des sites d’amarage pour
les protéines contenant les domaines PTB et SH&tCE qui initie le réseau de signalisation

intracellulaire (Normanno et al. 2006).
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Bien que la dimérisation induite par la fixation ldgand soit considérée depuis une vingtaine
d’années comme une étape cruciale de l'activaties icepteurs ErbB, les mécanismes
d’interactions étaient inconnus jusqu’en 2002 dee@solution de la structure des domaines
extracellulaires de ErbB1 (Ferguson et al. 2003yébaet al. 2002; Ogiso et al. 2002), ErbB2
(Cho et al. 2003; Franklin et al. 2004; Garretakt2003), ErbB3 (Cho and Leahy 2002) et
ErbB4 (Bouyain et al. 2005). Ces structures montgeren absence de ligand, ErbB1, ErbB3
et ErbB4 sont dans une conformation inactivée aeau intramoléculaire dans laquelle le
motif de dimérisation est incapable de permetteeihderactions monomeére-monomere. Le
récepteur ErbBL1 lié au ligand, et le récepteur Rrigdui n'a pas de ligand connu) sont dans
une conformation favorable & la dimérisation. Darette conformation, le bras de
dimérisation (une séquence de 10 résidus) est éxfpda surface du récepteur (Linggi and
Carpenter 2006). Les contacts entre les domairtescedulaires des deux monomeéres se font
principalement au niveau de ce bras de dimérisalimm que d’autres contacts existent. Des
expériences de mutagenése du bras (Garrett e0@2; Dgiso et al. 2002) ou de la boucle
adjacente (Dawson et al. 2005) suppriment l'adtivatdu récepteur mais permettent la
fixation du ligand. En I'absence de fixation dealigl, ce bras est inactivé par des contacts
intramoléculaires, empéchant les interactions imtééculaires des monomeéres.

Des mutations supposées relacher le bras inaetigmentent I'affinité de fixation du ligand
mais ne provoquent ni la dimérisation ni I'actieatides récepteurs (Ferguson et al. 2003;
Mattoon et al. 2004; Walker et al. 200@es résultats montrent que I'exposition de ce bras
suite a la fixation du ligand est nécessaire massquffisante pour entrainer la dimérisation de
ces récepteurs. La dimérisation induite par latiixa du ligand est supposée entrainer
'activation de la kinase. Ainsi, les domaines @#@smiques se retrouvent dans une

conformation permettant une transphosphorylation.

La dimérisation induite par le ligand est un pracessréversible. De ce fait, certains diméres
se dissocient pour former des monomeres. En préselec ligand EGF, certains des
monomeres phosphorylés vont dimériser pour forsesrdimeres ayant des résidus tyrosine
phosphorylés (Gamett et al. 1997; Graus-Porta. ét98l7). C’est par ce « trans-mécanisme »
gue le récepteur ErbB2, transphosphorylé et agiitsa avoir dimérisé avec ErbBl en
présence de 'EGF, peut aussi phosphoryler d’autrespteurs ErbB2 (Spivak-Kroizman et
al. 1992). Ces monomeres phosphorylés peuvent @utesagir avec un monomere non
phosphorylé de ErbB3 ou de ErbB4 et les activer pamer un second dimere (Gamett et al.
1997; Graus-Porta et al. 1997).
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La dimérisation et I'activation de ces récepteurapliquent trés fortement le domaine TM.
Ce domaine joue aussi un role dans linternalisaticdes récepteurs et sur I'affinité du
récepteur pour son ligand. En outre, il est activent impliqué dans le processus de
transduction du signal de I'extérieur vers I'intéeur de la cellule.

La compréhension du mode d’association des domaimbs de ces récepteurs constitue le
principal objectif de cette étude. L’'association d®s domaines TM se fait de deux

maniéres : par homo ou hétérodimérisation.

a_ L’homodimérisation

Tandis que les homodimeéres sont la forme natudell&rbB1 et ErbB4, ceux de ErbB3 sont
inactifs. D’apres Holbro et Hynes (Holbro and Hyr#¥04), la surexpression du récepteur
ErbB2 déplace I'équilibre monomér,e—_' omodimere conduisant ainsi a I'activation des
récepteurs sans fixation de ligand. Cette situagsh notamment observée dans certains
cancers (Yarden and Sliwkowski 2001).

Les études structurales des homodiméres du doniihedes récepteurs de la famille
ErbB/HER (plus particulierement de ErbB2) ont éliéiées au sein de I'équipe par Norbert et
Monique (Garnier et al. 1997). Elle repose sur ledéie proposé par Popot et Engelman
(Popot and Engelman 1990). Dans ce modele, deusebgbréformées vont s’associer pour
former un dimere stable.

Ces premieres simulations des dimeres de ErbB2 &ét conduites en I'absence
d’environnement membranaire (Garnier et al. 199if3 dans un modéle de membrane formé
de DMPC (Garnier et al. 2003). Récemment des siionks des homodiméres du domaine
TM de Neu sauvage et muté ont été effectuées danmaatleles de membrane de DMPC
(Aller et al. 2005) et de POPC (Aller et al. 20@6)cours de la thése de Pierre Aller.

Je ne reviendrai donc pas sur les homodimeres.

b L’hétérodimérisation

Sous l'influence des ligands, les 4 récepteursadéamille ErbB peuvent s’associer pour

former soient des homodimeéres soient des hétérada{@lroy and Yarden 1997). Bien que
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les homodiméres actifs soient les formes naturgtes ErbB1 et ErbB4, la formation d’'un
hétérodimere suite a la fixation d’'un ligand esivant observée.

Plus particulierement, I'hétérodimérisation stineufgar un ligand est un pré-requis pour une
signalisation activée par les récepteurs ErbB21eB& (Harari and Yarden 2000). ErbB2, une
fois stimulé, est seulement recruté comme co-récemvec un autre membre de la famille
ErbB (Klapper et al. 1999). En fait, il n'y a pas ligand connu qui active le récepteur ErbB2.
Ainsi, la fixation des ligands au récepteur ErbB2fait toujours de maniere indirecte et fait
intervenir un autre récepteur de cette famille doumer un hétérodimere (Karunagaran et al.
1996). A l'inverse, ErbB3 lie plusieurs ligands auke affinité mais, est exempt d’activité
tyrosine kinase, c’est pourquoi un co-recrutememgicaun autre membre de la famille ErbB
est nécessaire pour étre trans-activer (CarrawdyCamtley 1994). Une conséquence de ce
modele d’hétérodimérisation est qu’un récepteutiqadrer requiert deux autres composants
de la signalisation pour initier son activationn: co-récepteur et un ligand de haute affinité.
Le concept de ce modele est essentiel a la commsiEmedes mécanismes liés aux stades
précoces de certains cancers impliquant ErbB2.

En effet, ErbB2 n’est pas activé seul mais plutdtcencert avec au moins deux autres
composants de sa voie de signalisation. Une sugsgjon d’ErbB2 peut augmenter sa
capacité a former des hétérodiméres avec un régeptéivé par son ligand. En accord avec
le modeéle d’hétérodimérisation, I'activité transfante des mutants Neu/ErbB2 de rongeurs
dépend de la protéine ErbB coexprimée (Cohen é086).

Ainsi, les récepteurs ErbB surexprimés peuventinedune carcinogenese essentiellement
lorsqu’un ligand induit la formation d’un hétérodine (Harari and Yarden 2000). Alroy et
Yarden (Alroy and Yarden 1997) ont décrit un certaiombre de combinaisons
d’hétérodimeres possibles au sein de la famill BHIER, ce qui a pour effet d’augmenter la
diversité des signaux intracellulaires. En 2001,lli@d (Gullick 2001) propose une
représentation schématique du réseau des cougbesd$i-dimeres des récepteurs ErbB. En
tenant compte de toutes les formes des récept@&sdiméres sont potentiellement
observables dans une cellule. Ce nombre est emptoseélevé en prenant en compte les

ligands impliqués dans cette dimérisatiigure 1.15).

L’hétérodimérisation des récepteurs ErbB est unenayamplification et de diversification
du signal. Les hétérodimeres sont plus puissanpdust mitogéniques que les homodiméres

(Marmor et al. 2004). La preuve de I'hétérodimédrmades récepteurs ErbB vient de la mise
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en évidence par Stern et Kamps (Stern and Kampg) @8la phosphorylation sur les résidus
tyrosine de ErbB2 suite a la fixation du ligand E&K le récepteur EGFR. L'expression
cellulaire d’'une forme mutée de ErbB2 dépourvuetiVéé tyrosine kinase peut supprimer la
signalisation normale de 'EGFR apres stimulatiar fe ligand EGF (Qian et al. 1994).
Grace a l'utilisation d’agents pontants bifonctietsy Wada et collaborateurs ont détecté la
formation d’hétérodiméres ErbB1l-ErbB2 (Wada et &890). D’autres hétérodimeres
impliquant les récepteurs de la famille ErbB orgsaété décrits. Ansi il a été mis en évidence
une phosphorylation de ErbB2 grace a une hétéradiai®dn avec les récepteurs ErbB3 ou
ErbB4 suite a la fixation de leur ligand, I'nérégel (Wallasch et al. 1995). Graus-Porta et
collaborateurs ont aussi montré que ErbB2 étgaheenaire privilégié pour s’hétérodimériser
avec 'EGFR en présence de 'EGF et avec ErbB3reBE sous l'effet des NRG (Graus-
Porta et al. 1995). Ces résultats ont été obterace @ I'expression intracellulaire d’anticorps
monoclonaux, capables d’inhiber la translocatioBrdB2 a la surface cellulaire. ErbB3 et
ErbB4 peuvent s’associer avec I'EGFR sous I'acties NRG et des ligands de 'EGFR en
'absence de ErbB2. Dans ce cas cependant, onvabsae phosphorylation réduite de ces
récepteurs. Cela suggére un rble important de Edd% I'activation complete des autres
récepteurs ErbB. De plus, l'activité transformaditerbB2 est significativement augmentée
quand ce récepteur est co-exprimé soit avec ErbBit,avec ErbB3. Cependant, dans les
deux cas, les ligands respectifs semblent essefiiekai et al. 1989; Wallasch et al. 1995).

Li et collaborateurs ont montré que NRG1 induitlement la trans-phosphorylation entre les
récepteurs des hétérodimeres ErbB2-ErbB3 ou ErbBB4E La trans-phosphorylation du
récepteur ErbB2 a uniquement lieu en présence d84et non celle de ErbB3, car ce
dernier est dépourvu d’activité tyrosine kinaseaplparait que les interactions entre les
hétérodimeres ne résultent pas de la cis-phosimmylde ErbB2 (Li et al. 2007).
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Figure 1.15: Représentation schématique du réseau des couplegainds récepteurs ErbB Les lignes en
violet clair indiquent les interactions spécifiquemntre les récepteurs dimériques et leurs ligands.
JMa/IJMb/CTa/CTb indiquent les différentes formesktbB4 aprés épissage alternatif. Les numéros kesus
diméres indiquent les récepteurs interagissanoouanec les différents ligands. D’aprés (Gulliclo2p

C_ Hiérarchie des hétérodimeres

Il y a une certaine hiérarchie dans la formatios détérodiméres des récepteurs ErbB. Cela
est dicté non seulement par la nature du ligand @uassi par la composition en récepteurs de
la cellule. Ainsi, le récepteur ErbB2 est décribmoe étant préférentiellement retrouvé dans
la formation des hétérodimérefggre 1.16) (Tzahar et al. 1996). Le partenaire principal de
ErbB2 est le récepteur dépourvu d’activité tyrodiimase a savoir le récepteur ErbB3. Cette
forte interaction pourrait étre due a une compemsatie la déficience en activité TK de
ErbB3. Ce dimére ErbB2-3 posséderait un potentiel mitagénibien supérieur a celui des
autres diméres existant dans cette famille (Pif@snarski et al. 1996; Tzahar et al. 1996).
Suite a linactivation de ErbB2 il a été constat® Uaisse de la phosphorylation de tyrosine
du récepteur ErbB3. De plus la perte de ErbB3 etmpéa surexpression du récepteur
ErbB2 : cela montre clairement que pour former atétodimere, le partenaire privilégié de
ErbB2 est le récepteur ErbB3 (Citri et al. 2003}et hétérodimere est le plus important

(Holbro and Hynes 2004), le plus puissant sur & phitogénique et aussi le plus répandu
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(Citri et al. 2003). Les hétérodimeres contenatB2rjouent un réle central aussi bien dans

la fixation du ligand que dans la transduction dmal (Muthuswamy et al. 1999).

Pour Tzahar et collaborateurs, la hiérarchie dm&tion des diméres ErbB est la suivante :
ErbB2-3 > ErbB2-4= ErbB2-1 > ErbB1-4 > ErbB1-3. Ces auteurs n’ont pabserver de

dimére ErbB3-4 au cours de leurs études de cutrlhelaire et de co-immunoprécipitation.

Figure 1.1€: Hiérarchie des interactions inter -
récepteurs dans la famille ErbB Sur la figure le:
récepteurs sont sous forme ovale et les ligands
forme de codne. L'épaisseur de chaque fleche cornet
a la force de l'interaction entre les récepteunsceonés
Bien que toute les combinaisons entre les récept
ErbB formant des hétérodimeéres existent, ceux camt
ErbB2 sont prédominants. D'apres (Tzahar et al61.99

Normanno et collaborateurs trouvent quant a euxlesidétérodimeres les plus formés a la
surface de la cellule sont : ErbB2-3, ErbB2-4 diBar-4 (Normanno et al. 2003). Des études
récentes montrent une abondance des diméres Erbdh8 des cellules produisant les
récepteurs ErbB1, 2 et 3. Ces analyses ont ététadies en présence des ligands EGF ou
NRG (Shankaran et al. 2006). L’abondance d’'un typeimere est fonction de son affinité de
dimérisation et aussi de la localisation relaties décepteurs formant ce dimeére. Il apparait
donc que l'ordre de formation des hétérodimeres msiche de celle de Tzahar et
collaborateurs.

En 2007, Duneau et collaborateurs ont proposé umee ahiérarchie de formation
d’hétérodimeres des domaines TM des récepteurs HdbBeau et al. 2007). Ces résultats
sont obtenus suite a des expériences de FRET meunééss hélices TM des 4 récepteurs
ErbB. Pour ces auteurs, le dimere préférentiellérfemé est ErbB1-2 suivi de ErbB2-3, de
ErbB1-3, ErbB2-4 et ErbB1-4. L’association des péears ErbB3 et ErbB4 semble la moins
favorable.

Certaines combinaisons, particulierement cellediquant ErbB2, sont plus efficaces dans la
division cellulaire du fait de la forte affinité digand et de leur stabilité dans la membrane

cellulaire. Cela augmente aussi la durée du sighallick 2001).
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La dimérisation est régulée par le niveau d’expoesdes différents récepteurs ErbB dans la
cellule. L'hétérodimérisation permet I'amplificatiodu signal mais aussi sa diversification
(Olayioye et al., 2000). La force et la durée dynal sont influencées par I'affinité du ligand.
L’activation simultanée de deux types de réceptggrrait améliorer la transduction du
signal par rapport au cas ou il y a des homodimeres

Le domaine TM joue aussi un réle important dardid@érisation et la stabilisation du dimere.
Il est montré que les domaines TM ErbB s’autoassudbrtement en I'absence des domaines
extracellulaires dans l'ordre suivant : ErbB4-TME¥bB1-TM = ErbB2-TM > ErbB3-TM
pour former des homodiéres (Mendrola et al. 2002).

Ces interactions pourraient impliquer le motif deaérisation de type GxxxG présent dans la
séquence du domaine transmembranaire. Ce méme suitife motif dimérisant de la
glycophorine A (Russ and Engelman 1999). Cette exérpiest retrouvée dans le domaine TM
de tous les membres de la famille des récepteutdEdeB (voir tableau 2.1 du chapitre
méthodologig. En plus de ce motif de dimérisation situé ereNrwinal, ErbB2 tout comme
ErbB1 et ErbB4 contiennent un second motif de digaéion de type GxxxG dans la partie C-
terminale du segment TM (Russ and Engelman 1999esSet al. 2004; Senes et al. 2000).
Chacun de ces motifs pourrait intervenir dans haédisation des domaines TM de ErbB2
dans la membrane cellulaire (Gerber et al. 200d)mbtif en N-terminal serait impliqué dans
la formation d’hétérodimeres alors que le motif €aterminal serait impligué dans

I’'hnomodimérisation des récepteurs ErbB1 et ErbB2.

d_ Dégradation des dimeres

La transformation des cellules apres surexpressdeirbB2 peut étre également due a la
nature méme des ligands a motif EGF. Comme il alétéit précédemment, ces ligands sont
bivalents et se fixent avec un premier site treéciigjue et trés sélectif a un premier
récepteur. Le second site, lui, est moins sélettifans tous les cas fixe ErbB2 (Tzahar et al.
1997). La présence excessive d’ErbB2 peut donefdecformation d’hétérodimere ErbBX-
ErbB2 (X=1, 3, 4) et ainsi servir d'amplificateun dignal (Karunagaran et al. 1996; Klapper
et al. 1999).

Il a été montré que les hétérodimeres retardagedisisociation du complexe ligand-récepteur

(Karunagaran et al. 1996) favorisant le recyclage récepteurs a la surface cellulaire comme
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le montre lafigure 1.17. Cela permet aussi d’augmenter la durée et I'siténdu signal
(Lenferink et al. 1998).

HETERODIMERES

™

HETERODIMERES

EGF. HOMODIMERES

rbB1 ErbB2
ou ErbB3

HOMODIMERES

signal faible signal fort
RECYCLAGE
i DU
I RECEPTEUR
DEGRADATION pH FAIBLE LG
DU RECEPTEUR LYSOSOME ENDOSOME e
ET DU LIGAND DEGRADATION
DU LIGAND

Figure 1.17: Modeéles de recyclage des récepteurkes homodiméres de ErbB1 formés sous I'action de
'EGF sont rapidement endocytés et dégradés aviégaled au niveau lysosomal terminant ainsi la aligation.

En présence de ErbB2 ou ErbB3, les signaux indpés 'EGF sont augmentés. En effet la présence
d’hétérodimeres provoquera la dissociation rapideamplexe ligand—récepteur au moment de I'endeeythe
ligand ira vers une voie de dégradation tandislguécepteur sera recyclé a la surface de la eelpiEt a étre
de nouveau activé (Lenferink et al. 1998).

Les homodiméres de ErbB1 portant EGF sont dégrddés les lysosomes alors que les
hétérodimeres sont regénérés a partir de I'endosbDanes les deux voies d’endocytose (sous
formes homo- et hétérodimérique) de EGF/ErbB1 @ wne dégradation intracellulaire du
ligand, soit parce que les hétérodimeres relacB@tt quand le pH diminue, donc au niveau
des endosomes, soit parce que le complexe ligamepig€urs est dégradé dans le cas des
homodiméres au niveau des lysosomes. Les récepErbiBB sont recyclés a la surface
cellulaire grace aux hétérodimeres alors qu'ilst stégradés dans les lysosomes s’ils sont

sous forme homodimérique.
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CHAPITRE Il : METHODOLOGIE
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Introduction

Les expériences de RMN et de cristallographie rmment certes des informations sur la
structure des systemes biologiques, mais l'imagsigste de cette structure doit étre
complétée par des informations sur la dynamiqueesesystemes. Les macromolécules sont
des systémes en perpétuel mouvement : ce sontddsnsystemes moléculaires dynamiques.
Ces données dynamiques sont rendues accessibles gu& techniques de mécanique
moléculaire et de simulation de dynamique. Deuxeaix sont alors a considérer. Tout
d'abord le niveau microscopique, qui est représpatéle mouvement des atomes, puis le
niveau macroscopique qui est représenté par lesufitions globales de la molécule. Ces
fluctuations ne sont évidemment pas visualiséesuparstructure tridimensionnelle statique
puisqu’elle correspond, soit a un seul état piegesde cristal, soit a la moyenne de différents
états présents en solution dans la cuve du spestrenCes mouvements moléculaires sont
nécessaires au bon fonctionnement des systémesgiojoes. Ils peuvent entrainer un
changement important de la structure globale etgrauétre dus a la flexibilité d’une région
particuliere de la macromolécule. Ces deux typesndavements sont interdépendants. Le
but des simulations numériques est triple. Cetthirtiggue permet tout d'abord, au niveau
microscopique d’étudier les propriétés dynamiquestreicturales d’'un systeme. Elle permet
de ce fait de "mesurer" des grandeurs inaccessiae$expérience comme le déplacement
des atomes, de caractériser les interactions epoec tous les atomes. Un des avantages de
cette technique est de pouvoir varier trés facil@nues parametres physiques difficilement
modifiables dans I'expérience, telles que la dénsit température, la pression. Enfin, les
simulations permettent de tester la validité d'umgproche expérimentale physique,

biologique ou biochimique, de cibler les paramefrésrigine d'un phénomene particulier.

Les premieres simulations ont été effectuées panmRa (Rahman 1964) sur I'argon liquide
en 1964 et sur leau liquide en 1971 (Rahman 197glles effectuées sur des
macromolécules biologiques datent de la fin deséemnl970 et ont été réalisées par
McCammon et collaborateurs (McCammon et al. 19¥7@).premiere protéine étudiée est

l'inhibiteur de la trypsine pancréatique bovine {BJ une protéine de 58 résidus durant 9.2
pS.
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La formation des complexes hautement spécifiquee és protéines et 'ADN, les protéines
et leurs ligands est une nécessité pour presqueelésuyprocessus biologiques. La forme tri-
dimensionnelle de ces complexes est souvent lpalé une compréhension détaillée de la
facon dont ils réalisent leur tache spécifique.

Malgré les progres technologiques réalisés pousrohéher les structures 3D des protéines
isolées ou d’autres macromolécules, il existe endernombreuses difficultés pour accéder a
la structure de tres gros complexes comme lesmgsténembranaires. Les simulations de
dynamique moléculaire sont intéressantes dans pwide pour obtenir des informations
structurales et d’autres parametres comme I'éigitia diffusion,etc

L'application de la dynamigue moléculaire aux systé biologiques permet
I'échantillonnage des régions de I'espace confaionatl pouvant étre explorées. L'espace
des configurations n’est pas accessible par la nigea moléculaire. Cet échantillonnage
donne a la fois des informations sur la structtite dynamique interne des molécules.

Une autre utilisation des techniques de dynamiqakécualaire est la recherche des différentes
conformations d’'une macromolécule. Dans ce cass'oniéresse plus aux mouvements
macroscopiques de la molécule qu'aux mouvementsostopiques. La structure d’une
molécule biologique fluctue autour d'une positionyenne. Cette notion de mouvement n’est
pas accessible directement par les techniquestdendgation de structure. C'est a ce niveau
que la dynamique moléculaire intervient pour dorumeg image non statique d'une structure
établie par RMN ou par cristallographie aux rayoXs Les méthodes de dynamique
moléculaire classiques permettent d'explorer ledigorations autour d’une structure donnée.
Pour effectuer une recherche plus exhaustive, tagdé dite de recuit simulé ou dynamique
moléculaire a haute température est utilisée paanchir des barriéres énergétiques
suffisantes pour visualiser les différents étatafaonationnels. Cette étape est suivie de
phases de minimisation d'énergie et de dynamiquéaulaire de quelques ps.

En connaissant la position des atomes et leursatasun temps t, il est possible de calculer
leur position et leur vitesse a un tempstteét d’obtenir ainsi une trajectoire pour chacun
d'eux. Ce calcul prend en compte les interactiomseeatomes, interactions qui seront
détaillées un peu plus loin. Par itérations sudeesson peut accéder aux mouvements se
déroulant sur une échelle de temps de I'ordre dadaseconde (ns). A partir de ces résultats,
il est possible de recalculer des quantités maopmgues que I'on pourra comparer aux
données expérimentales disponibles.

Pour I'étude des hétérodimeres de la famille despteurs ErbB/HER, les techniques de

simulations de dynamique moléculaire ont été éss comme meéthode de raffinement de
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différents états initiaux. En simulant les mouvetseatomiques il est ainsi possible de
rechercher les meilleures positions des atomesndgm aux meilleures interactions. Ces
simulations ont été conduites dans le vide. Lesesyss étudiés comprennent environ 1000
atomes. Grace aux moyens de calcul disponibleseau de I'équipe, des milliers de
trajectoires d’environ 4 nanosecondes chacune @ngénérées pour cette étude. Tous les
calculs ont été effectués sur les plates-formesUXNmulti-processeurs de type cluster
Beowulf de I'équipe.

Dans une premiére partie, je présenterai plus &il ¢ principe des techniques de simulation
de dynamique moléculaire (MD). La deuxiéme partietgra sur le logiciel utilisé pour les
calculs de MD : CHARMM et ceux utilisés pour la wadisation : VMD et MolMol. Je
terminerai en décrivant la construction des dimetdgs étapes de simulation de dynamique

moléculaire.

Il Principe de la dynamique moléculaire et mécanige moléculaire

A Le champ de forces

Les lois de la mécanique classique font intervang fonction d’énergie potentielle notég E
qui dépend des coordonnées atomiques du systertte. f@ection E est décrite grace a un
ensemble de paramétres appelé champ de forcespatamétres doivent étre bien ajustés
pour reproduire au mieux des résultats expérimentace champ de forces on associe une
expression analytique ,Ede I'énergie potentielle du systeme. L’électronest’ pas
explicitement considéré dans les calculs de dynaeniqoléculaire contrairement a la
mécanique quantique et il est impossible de dédee événements tels que la formation de
liaisons atomiques dans une réaction chimique.

Le champ de forces est la base des techniquesnddasons moléculaires. Il permet de
guantifier les interactions interatomiques et imeleculaires du systeme aussi précisément
gue possible. L’énergie potentielle, définie entpiement, est une somme de plusieurs
termes indépendants. En fait, I'énergie potentiebé universellement décomposée en une
somme de termes internes (longueur de liaisondesuig liaisons, angles diedres et diedres

impropres), qui permettent de maintenir la géoraétdvalente de la molécule et de termes
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d’énergies externes (interactions de Van der Waédstrostatiques et liaisons hydrogene) qui

représentent les interactions entre atomes non Llgs parametres permettant d’évaluer les
différents termes d'énergie sont déduits d'étudétiliées sur des systemes simples et
transférés sur des molécules de plus grosse t@iigpeut également introduire des termes de
contraintes, de position, de géométats, pour rendre compte des conditions expérimentales
connues.

L’énergie potentielle totale s’exprime comme la seendes termes des énergies internes et
externes. Dans le logiciel CHARMM [l'équation utdiss pour le calcul de cette énergie

potentielle est la suivante :

E,=B +E,+E,+E +Ew*tE ,+*E,+E, +tE +E, 1)
N J J

Y
Termes internes Termes externes Contraintes

Nous décrivons dans ce paragraphe la forme gérdrale fonction d’énergie potentielle.

1 Interactions entre atomes liés

Les différents termes représentant les interactmtie atomes liés, c'est-a-dire séparés par au
plus trois liaisons, sont décrits dans cette paffieacun de ces termes s’exprime sous la
forme d’un potentiel harmonique et rend compte dit @nergétique lié a la déformation de
géométrie des longueurs de liaisons, des anglesldace et des angles diedres impropres et
des angles de torsiong, By et wy correspondent respectivement aux valeurs standesd d
longueurs de liaisons, des angles de valencessetuigles diedres impropres. Ces valeurs
sont déduites des études cristallographiqugskslet k,, les constantes de forces qui leur sont

associees.est la constante de force liée aux angles deotarsi

a_ Elongation des liaisons covalentes
«—> Figure 2.1 : Longueur
E, = Zkb(r - ro)2 (2) r r entre 2 atomes liés.
liaisons E, est minimale pour

r=rog
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b Distorsion des angles de valence

Figure 2.2 : Angle de valence.
= ’ E, est minimale pou6 = 6.
E, = zkﬁ(g_go) 3) 0 , est minimale pou b

anglelalence

C_ Angle de torsion
Ew - Z‘kw‘ _ kwcosbw) (4) B O C Figurg 2.3 :L’angle diédre
anglep @ est I'angle entre les plans
¢ ABCetBCD.
k, : constante de force,
A D

@: angle diédre

n est la multiplicité de la rotation et est égdl 2, 3, 4, 6

Cette fonction sinusoidale d’énergie potentiellsuli® de la torsion autour des liaisons
simples. La constante de forcgét la valeur de n sont sélectionnées dans lesngdres de

CHARMM selon les atomes impliqués dans la torsion.

d_ Angle diedre impropre

D Figure 2.4 : L’angle diédre improprex
est I'angle de torsionggcp OU l'angle

2
B, = Z\k"’(w ) ) entre les plansABC et BCD. E_est
anglediedre w
A minimale pourvo=uy.

A
v

Cette fonction s’applique a un groupe de 4 atomesng sont pas linéairement liés. Elle

permet de maintenir la planeité d’un groupe deaias comme dans le cas de la liaison

eptidique
pepudiq H

@— C— N— G.

|
O
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2 Interactions entre atomes non liés

Il s’agit ici des différents termes d’énergies gg@ntant les interactions entre atomes séparés
par plus de trois liaisons. Ces termes décrivest ilgeractions de van der Waals,

électrostatiques et de liaisons hydrogene.
a_ Interactions de van der Waals

L’énergie de van der Waals est représentée pafanmotion de Lennard-Jones qui peut étre
modulée par une fonction « switch ».

o= Y | =B swzrze2) ©)

paires(ij ) rij ij

Les parametres jAet B; sont des constantes de van der Waals dépendatasndéure des
atomes i et j et sont évalués a partir de polaitisahatomique.

L’énergie de van der Waals entre 2 atomes non kg, distants de;r comprend un terme
attractif et un terme répulsif. Le terme attractfinu historiquement sous le nom d’énergie de

dispersion de London varie (—:~|=li6 tandis que le terme répulsif qui traduit le prpecide
i

Pauli, varie en— et représente la répulsion des nuages électranigueourte distance.

i
L'énergie de van der Waals entre 2 atomes i edtpdts der; est illustree dans la figure 2.5.

Energie 4 |
(kcal/mol) |

|\« Répulsion
‘ +1/ri1'12

Figure 2.5: Représentation de la cour

d’énergie de van der Waals en fonction d

ri distance r sous la forme d'un poten
\ ——p Lennard-Jones (en rouge)[somme de
termes répulsif (en bleu) et attractif {

\\ vert)]. Pour diminuer le teps de calcul
: I'énergie est progressivement amenée a

S T ot distancerij (A) (noir)gdans I’iFr)ne?vaIIe < 1 <ty Pour r >

-____—F

L Ioft, l€S interactions ne sont pas calculées.

Attraction

. 6
dmin -1/r;
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Dans I'équation (6)swdésigne une fonction « switch » appliquée lorsgest compris entre
ron €t rofr. La fonction « switch » améne progressivementelfgie d’interaction de van der

Waals a une valeur nulle dans l'intervallg,[Fof].

La fonction « switch » est définie de la maniéreaote :

SW(r, Ty, T ) =1 sir<r,,
(s = 1) (1 +2r =31, .
SW(rlron' r.off) =— (r O_r. )3 > S r.on <rs r.off
off on
sw(r,r,,,fq)=0 Sir >r

Cette fonction évite le calcul des interactionsvd@ der Waals a longue distance. Cette
approximation est meilleure que celle de la distade coupure (cutoff). On définit une
distance maximale (cutoff) entre deux atomes aa dellaquelle les énergies d’interaction ne
sont plus calculées. Le probléme de cette techregtia brutalité de son exécution du tout ou
rien. Il n'y a pas de continuité dans le calcul deteractions comme dans le cas de
I'application de la fonction « switch ».

L’énergie d’interaction de van der Waals est mirdemarsque les deux atomes sont a une

distance dmin, telle que I'équilibre de forcesaattives et répulsives soit atteint.
b Interactions électrostatiques
La plupart des atomes porte une charge partieBmensi globalement la molécule est neutre,

cela conduit a une distribution électronique asyinéé.

Les interactions électrostatiques sont calculéegpptiquant la loi de Coulomb (7).

9.4 {l l} Figure 2.6 :Interactions
E. = Z —— SW(Iy,Ton Torr) (7) électrostatiques.
pairesij) ATEE, f rj = distance entre les 2
li atomesiet]j

| < |
avec get g, les charges partielles des atomes i et j calsyd@e des méthodes de mécanique

quantique, jf, la distance séparant les atomes i etyj, la distance entre les centres de

géométrie de groupe d’atomes contenant les atomiesd, constante diélectriqgue du vide et
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€ constante diélectrique relative. La valeur de dampttivité relative permet de simuler les
effets du solvant autour de la molécule lorsqueiegin’est pas introduit explicitement. La
fonction « switch » utilisée est la méme que ciglteoduite pour le calcul des interactions de
van der Waals. La seule différence est qu’elleapgliqguée a des groupes d’atomes et non a

des atomes seuls.
C_ Liaisons hydrogéne

Pour décrire les interactions de liaison hydrog@tié), certains champs de forces utilisent
généralement un potentiel supplémentaire de typmarm-Jones 10-12 associé a la loi de
Coulomb. Les liaisons hydrogéne impliquent 4 atom&4, A, H et D. AA est I'atome qui
précede l'accepteur d’hydrogéne A, H est I'hydragest D le donneur d’hydrogéne.
CHARMM offre la possibilité de calculer I'énergiessl liaisons hydrogéene en appliquant la

fonction suivante :

E, = Z[ﬁ —Ej COS™ (6,11 ) X COS' (Orn )

Fap Tap
X SWF a0 Tons Tofr ) X SWICOS (Bp- 45+ COS (Ghn), €OS (B )] (8)
ou i et ] sont des entiers positifs (12 et 10 eesigement pour i et j)
m = (0, 2, 4)
n=(0, 2)
A’ et B’ sont des constantes dépendantes du calguiaeur- accepteur
rap est la distance entre accepteur et donneur
Ba-n-p €st 'angle entre A, Het D

Baa-a-n €St 'angle entre AA, A et H

La formation de liaison hydrogéne dépend de laadist A-D et des angles A-H-Ba(x.p) et
AA-A-H (Baa-A-H).
L’énergie d’interaction peut étre nulle lorsque : 8a.y.p < 90°

oun>0ebapan<90°

Les exposants i, j, n et m sont définis dans learpatres de CHARMM. n et m dépendent

respectivement du type d’accepteur et du type deelar d’hydrogéne.
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Dans les simulations, I'énergie d’interactions @ésbns hydrogene est calculée simplement
comme la somme des interactions de van der Waaldeetrostatiques. L'utilisation de
I'équation (8) est trop colteuse en temps de calzahs les récentes versions de champ de
forces CHARMM, la paramétrisation adaptée des fimsn de van der Waals et
électrostatique permet de prendre en compte laibation de LH sans avoir besoin d’ajouter

de terme explicite.
3 Termes de contraintes

Les termes de contraintes incluent des informatitnscturales connues (ex : distances r
issues des expériencEMN) ou des informations supposées pour tester hypothéses
structurales. Les différents termes de contrairgeéciaux utilisés couramment dans le

programme CHARMM sont :
a_ Les contraintes harmoniques de positions atoesiq

Lorsqu’on simule un systéeme moléculaire, il peue éttile de fixer la position de quelques
atomes ou d'une partie du systéme. Lorsque l'oecéfe des simulations de dynamique
moléculaire il n'est pas judicieux d’immobiliserrtans atomes puisque cela conduirait a
réduire la flexibilité du systéme telles que lemgitions et les mouvements qui interviennent
normalement dans le systeme. Mais on peut contaithes atomes spécifiques a rester autour
d’'une position déterminée. On applique un poterdilcontrainte harmonique qui autorise

néanmoins une certaine mobilité et donc une caertibaxibilité.

E, =YK (E-F)?  (9)

avecK; constante dépendante de la masse de I'atomenpuvelle position de I'atome i et
Iy, S& position initiale.

Les contraintes harmoniques appliquées a la posites atomes permettent de maintenir une
conformation particuliéere pour un ensemble donnétamhes en évitant de grands

déplacements mais en permettant tout de mémedzaten de la structure, par exemple, on

peut maintenir le squelette de la protéine et erldes chaines latérales
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b Les contraintes harmoniques de distances totarques

C’est un potentiel harmonique de la forme
Eg = D K; (1 = 10)? (10) entre les atomes i et j.
i
avecKj constante dépendante de la masse de I'atopenguvelle distance entre les atomes

i etjetr,, la distance initiale.
C_ Les contraintes d’angle de valence et d’andjiedresyp

Ecw :zK|(¢| _Qo)z (11)
avecq et ¢ angles diédres calculé et initial respectivement.
Les contraintes appliquées aux angles diédres pmbhde maintien d’une conformation

locale.
d_ Les contraintes de liaison rigide (SHAKE)

L'utilisation de l'algorithme SHAKE uniquement awuws de la dynamique moléculaire
permet de réduire les variations des longueursadiaison dans la limite d’'un seuil de
tolérance choisi. Il permet d’augmenter l'interealie tempsd = 2fs) en éliminant les
oscillations les plus rapides associées aux ligishimiques notamment de type atome lourd-

atome d’hydrogene (X—H) ou entre 2 atomes lourds-KJ.
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B Algorithmes de dynamique moléculaire

Les techniques de simulation de dynamique moléeufz@rmettent de décrire I'évolution au
cours du temps de la position des atomes (leuecti@je) a une température donnée. La
dynamique moléculaire standard est basée sur lalut@&m numeérique de I'équation
fondamentale de Newton générant ainsi les trajesaes atomes.

Une macromolécule est définie par la position daspace de chacun de ses atomes. Chaque
atome est considéré comme une masse ponctuelle. iAstant t8t, un atome i donné se
trouvera a une nouvelle positiopsrdu fait des différentes forces qui s'exercentsytiées a

la présence des autres atomes environnants. Lelébda dynamique moléculaire est de
calculer la position de l'atome a cet instarit.t+es équations de la mécanique classique

permettent d'établir les relations entre ces destants t et tét.

Les forcesF, dérivent du potentidt,:  F =-0E, —?”. (12)

L’équation de Newton relie la forcé a 'accélératiord, pour un atome i de masse:
- 2r
F =ma =m dtzl (13)

Au début d'une simulation, une vitesse initiale agibuée aux atomes pour se conformer a

I'énergie cinétique totale du systeme. Cette éaalgpend elle-méme de la température de
simulation désirée. Elle est habituellement obtesuelevant lentement la température d'un
systeme moléculaire placé initialement au zéro labsb en amenant progressivement le
systéme vers I'équilibre.

La résolution analytique de I'équation du mouvemgif?) est complexe. Les positions
atomiques sont calculées a des intervalles de tedmpgets grace a des algorithmes
d’intégration tels que celui de Verlet (Verlet 19®0 de Leap-Frog (« saut de grenouille »)
(Hockney 1981). Du fait de la relation entre lesés et I'énergie potentielle en fonction de la
position a un instant t, il est possible de comad#s positions et les vitesses des différents
atomes en appliquant un développement limité ee s Taylor. La position des atomes et
leur vitesse initiale doivent étre spécifiées poitier I'algorithme de Verlet a l'instans.tLa
position des atomes est fournie par I'expérientei¢gire RMN ou cristallographique) ou
déduite des expériencas silico (homologie, construction de modeéles). Les vitessnd

choisies dans une distribution de Maxwell corresiamon a la température désirée.
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1 Algorithme de Verlet

L'emploi de cet algorithme suppose que la foﬁpet) soit constante pendant l'intervalle de
tempsdt. Il est donc nécessaire de considérer un intervdd temps de l'ordre de la
femtoseconde, (choisi par rapport a la frequencenduvement de la liaison C-H), pour que

F.(t) varie trés peu. Le développement limité des pmrsstid Iinstantt +Jt et t—Jt est le

suivant :

= . dr; (t) Y. G, &

F(t+3t) =T (t) +T5t +a, (t)? +h (t)? (14)
- . dr; (t) _ 2o
n(t-ét)—n(t)-TNw(t)?-b.(t)? (15)

L’addition des équations (13) et (14) donne :
f(t+3t) = 27 (t) =T, (t - t) + & (t) &t (16)

Dans l'équation (16) tous les termes sont connuspeuvent étre calculés a partir de

'expression du champ de forces. La position astamtt+ Jtest calculée en fonction des

positions a linstantt et t—4Jt. L'accélération d (t proportionnelle & la forceF (t) est

obtenue a partir de I'énergie potentielip et de I'équation (11), elle ne dépend que de la

configuration a l'instant .
ai = i =—""P = (17)

Les vitesses n'apparaissent pas dans cette équatidm’est pas toujours nécessaire de les

calculer au cours de la simulation, mais il essjide de les obtenir de la maniére suivante :

i (t+a) —F (t-ot)
20t

v (t) = (18)

L’inconvénient de la méthode de Verlet vient du faie dans I'expression de r(t), un petit
terme de I'ordre dét? est additionné a la différence entre deux termesice 0 endt. Cette
situation peut induire des erreurs de précision.auine algorithme dérivé dit algorithme de

Leap-Frog (ou « saut de grenouille ») (Hockney )284té développé dans les années 1980.
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2 Algorithme de Leap-Frog

Il repose sur le principe suivant : les vitessest $@alculées pour des intervalles de temps
demi-entiers et les positions sont obtenues posiirdervalles de temps entiers. Les vitesses

sont définies au tempsadtf2 et t-ot/2 :

v (t+at2)="r-n) (19)
o
SR (OB 0

ot

A partir des eéquations (19) et (20) I'expressioriadposition de I'atome i a I'instant dt-et t-
ot est la suivante :

F(t+0t) =T (t)+V (t+t/2)adt (21)

F(t—at) =1 (t) -V (t-3t/2)dt (22)

En additionnant les équations (21) et (22) on obtie
Ft+at)=2r(t)-F(t-t)+V (t+t/2)t -V (t-3t/2)dt (23)

En utilisant I'’équation (15), on obtient I'expressisuivante :
\7i(t+d/2)=\7i(t—d/2)+%(t)d (24)

Cet algorithme est identigue a celui de Verlet en qui concerne la génération des
trajectoires, les valeurs des vitesses aux temps-elatiers n’'apparaissent que comme des

intermédiaires de calcul.
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Positions _7(t) _rf’ﬁlt)
Vitesses  V(64/2) IR TN(H2) : V(t682)
Forces i

.

.

® >
Temps Bt/2 t a2 t8t t+3t/2

Figure 2.6 : Schéma de principe de I'algorithme du Leap-Frog

L'intervalle de tempst doit étre choisi petit par rapport a la périodendouvement de plus
haute fréquence (c’est a dire celui de la liaised,Goit 10 fs). En général une valeur 10 fois
inférieure pour le pas d’intégration séit= 1fs est utilisée. L'algorithme SHAKE, permet de
s’affranchir des vibrations de liaisons rigidegdetdoubler le temps d’intégration séit= 2

fs. Cela permet de générer des trajectoires sudutéss plus longues.

C Méthodes de minimisation d’énergie

La minimisation d’énergie est I'une des premiérapés d’'un protocole de MD et est utilisée
aussi en alternance avec les étapes de montéepartgure et d’équilibration. Cette énergie
est décrite dans l'espace cartésien par une fon@idBN variables (N étant le nombre
d’atomes du systéme). La minimisation permet d#Een les mauvais contacts
interatomiques et d’obtenir la conformation la plsisble d’'une macromolécule. Cette
conformation correspond généralement au minimural lec plus proche de la structure de
départ.

La figure 2.7 représente le schéma de principe de la minimisatiénergie en fonction d’'un
seul paramétre. La courbe devient une surface si garamétres sont utilisés. Si on tient

compte de plusieurs parametres, on parle d’hypéacaid’énergie potentielle.

Il existe plusieurs méthodes de minimisation d'grerDans le paragraphe qui suit nous

allons donner quelgues aspects des deux méthodamuteisation utilisées au cours de cette
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these a savoir la méthode de la plus grande p&téegest Desceou SD) et la méthode

ABNR pourAdopted Basis Newton-Raphson

Energie Str_ucture _avant mlplmlsatlon
4 qui conduit au minimum local

/

Minima locaux
Minimum global

n
>

Espace conformationnel

Figure 2.7 :Courbe d'énergie d’'un espace conformationnel & ungimension

- La méthodesteepest Descent
Les méthodes utilisant la dérivée premiére de Fgire(ou méthodes du premier ordre) sont
rapides et efficaces quand la pente est forte.d_les méthodes couramment employée est la
SD (Wiberg 1965). Cette méthode modifie la posities atomes selon la dérivée premiere de

I'énergie (ou gradient). Elle suit donc les fortes plus importantes. On a donc :

g
9= 71500

avec S(k ) direction du déplacement en fonction du gradigfk) , au point k.

La SD utilise une direction de recherche correspah@ I'opposé de la valeur du gradient.
Elle est tres efficace lorsqu’on se trouve loinndimimum et permet de supprimer les mauvais
contacts stériqgues et d'accéder rapidement au mamimocal le plus proche de la
conformation de départ. Toutefois, elle présentecamportement oscillatoire autour de ce
minimum local et ne converge que trés lentemerie Blest donc pas efficace pour le
raffinement autour du puits de potentiel, partéxdment pour les macromolécules.

Pour contourner cet obstacle on fait appel aux otk dites de dérivée seconde.
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- La méthodeABNR pour Adopted Basis Newton-Raphson
Autour du minimum, ou le potentiel est supposé axiprativement quadratique, I'algorithme
de Newton-Raphson converge rapidement. Loin du muim, cet algorithme n’est pas
efficace. De plus, cette méthode nécessite beautespace disque pour stocker les données
et aussi un temps de calcul plus long. La méthadédiérivée seconde la plus utilisée et
particulierement bien adaptée pour les gros systéeie que les protéines est ’ABNR.
Cette méthode utilise une base limitée au souscegiens lequel le systeme a fait le plus de
progres antérieurement.
Les nouvelles positions sont déterminées dans thadé Newton-Raphson. L’ABNR est une
combinaison des meilleurs aspects des méthodes digrivée premiére en terme de rapidité
et de stockage et la méthode Newton-Raphson eretdlimtroduction de la plus importante
information de la dérivée seconde.
Les premiéres étapes de cette méthode provienoantde la dérivée premiere et la SD est la
méthode la plus couramment utilisée.
Le choix de I'algorithme de minimisation est digi# un certain nombre de facteurs dont le
stockage des données, le temps de calcul, la disfign des données analytiques, la
puissance de la méthode, etc. Pour toutes cesnsaigtans les premieres étapes de

minimisation on utilise des méthodes robustes coman®D avant de faire usage de 'ABNR.

1] Les logiciels utilisés

A Le logiciel CHARMM

Le logiciel utilisé pour les calculs de dynamiqueléculaire est la version parallélisée de
CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Meches)i version 26 (Brooks 1983),
avec le champ de forces PARAM 22 (ou 27) (MacKefdB2, 1998), qui inclut une
bibliotheque de phospholipides (Schlenkrich etl8P6) et le potentiel des molécules d’eau
TIP3P (Jorgensen et al. 1983).

CHARMM est un logiciel permettant de modéliser dgstemes macromoléculaires en
utilisant les fonctions d’énergie empiriques défmprécédemment. Ce programme permet de
lire et construire des modeles de structures, deinmser leur énergie, d’effectuer des

simulations de dynamique moléculaire.
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Ce logiciel permet aussi d’'analyser les structigésérées et de déterminer les propriétés

dynamiques et énergétiques des systemes étudiés.

B Les logiciels de visualisation

1 VMD

Le logiciel VMD ou Visual Molecular Dynamics (Humgy et al. 1996) est un programme
de visualisation graphique compatible avec CHARMMermet une représentation en 3D
ainsi qu’'une animation des macromolécules biologgqlYMD a été développé par le groupe
« Theoretical and Computational Biophysics Groupd» l'université de [Illlinois.

(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vid/

2 MolMol

Tout comme VMD, MOLMOL pour MOLecule analysis and\ecule display (Koradi et al.
1996) est aussi un logiciel de visualisation grgplj d’analyse et de manipulation des
structures 3D des macromolécules biologiques :
(http://hugin.ethz.ch/wuthrich/software/molmol/

J'ai utilisé ces deux logiciels au cours de cetieseé pour la visualisation et la création des

images issues des fichiers de coordonnées etajesttires générées lors des simulations.

v Protocole de recherche des modes d’association

Le protocole adopté tout au long de cette étudeasposé de 5 phases.

1) Construction du systeme a étudier

2) Chauffe du systeme

3) Equilibration

4) Production

5) Analyses des résultats

Cette partie est décrite dans le chapitre Il staursne d’article publié dan€uropean

Biophysics Journal.
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A Construction du systeme a étudier

Chaque type de dimere, homodimere pour la GpA tErbeéimere pour les récepteurs ErbB,

est construit suivant le méme protocole a partrsiguences des domaines TM ci-dessous

Motif | Motif 11 Numérotation protéine
GpA | TLI 1 FGVMAGVI GTI LLI SYGI 73-95
Er bB1 PSI ATGMVGALLLLLVVALGI GLFM  644-667
Er bB2 LTSI VSAVVGI LLVVVLGVVFGI LI 651- 675
Er bB3 LTMALTVI AGLVVI FMMLGGTFLYW  642-666
Er bB4 PLITAAGVI GGLFI LVIVGLTFAVYV  651-675

Figure 2.8: Séquence du domaine TM des récepteurs ErbB (Cauisstenl. 1985; Kraus et al. 1989;
Plowman et al. 1993; Ullrich et al. 1984; Yamametaal. 1986) et du domaine TM de la GpA (Tomitalet
1978) montrant les motifs de dimérisation du typex& ou plus largement les sites d’interactionstyje
SmxxxSm (résidus soulignés) de chaque récepteur.

Lafigure 2.9 résume les principales étapes de la procédure.

J'ai commencé par construire les monoméres sousefod’hélice a canonique (3,6
résidus/tour d’hélice, angles et y respectivement égaux a —57° et —47°) aussi bien lpo
GpA que pour les récepteurs ErbB. A partir des rquaicepteurs transmembranaires ErbB,
nous avons six hétérodiméres possibles ; & savoB'E 13 1+ 23, 2-4et34

Aux extrémités N- et C-terminales de chaque monemapus avons ajouté un groupe
meéthyle acétamide (GI&O) et un groupe méthyle amide (NHgHespectivement. Les deux
hélices construites sont superposées de telle soitel’axe principal de chacune d’elles
coincide avec I'axe Z du référentiel.

Pour obtenir les structures initiales d’'un dimdes, deux hélices H1 et H2 subissent une
rotation compléte autour de leur axe hélicoidauiidangle6, pour H1,6, pour H2). Pour
chaque valeur de&; une rotation compléte de I'hélice H2 est effectpéer balayer toutes les
faces de la seconde hélice. Le pas de rotatiodeedD® et 36 rotations sont effectuées (soit
36*10° = 360°). 1296 structures initiales sont eg&nérées pour chaque dimere (36*36).
Pour chaque coupl®4( 0,), I'nélice H2 est translatée le long de I'axe Xige distance de 20
A (distance axe hélicoidal — axe hélicoidal). Eelistance est progressivement réduite par

pas de 0.25 A jusqu’a trouver la plus courte distamter-hélice qui n’engendre pas de
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contacts stériques entre les chaines latéralesesita l'interface. A cette étape, des courtes
minimisations SD et ABNR sont effectuées pour élieniles contacts stériques éventuels.

Cette structure minimisée constitue le point deadeges simulations MD.

SUPERPOSITION MONOMERES H1 et H2

ROTATION H16;

<
<

Y

ROTATION H26;

36 BOUCLES v
A

TRANSLATIONS SYSTEMATIQUES H2 36 BOUCLES

\ 4

0, + 10°

\ 4

0, + 10°

Figure 2.9 Organigramme résumant les principales étapes deotstruction des diméres des hélices
transmembranaired\ la fin de la construction, chaque configuratithndimeére est minimisée et les coordonnées
sont sauvegardées

B Simulation MD dans le vide

1 Chauffe

L'étape dite de montée en température est une ggmpendant laquelle la température du
systeme est progressivement élevée a 300 K etl@ups. Elle se déroule par pallier de 50 K
durant 3 ps. Au cours de cette phase, des vitesgedes sont aléatoirement attribuées a

chacun des atomes. Ces vitesses sont tirées agarte distribution de Maxwell centrée sur
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la température choisie. A chaque nouveau pallier,nduvelles vitesses sont affectées a
chaque atome du systéme.
Dans le cas de nos simulations dans le vide, naussaappliqué des contraintes de position et

de liaison hydrogeéne pour maintenir les deux hglaestructures.

2 Equilibration - Production

La période dite d'équilibration dépend de la taille systeme. Dans notre cas les systemes
dimériques simulés dans le vide ne dépassent pa8 atdmes. Cette période transitoire,
d'une durée de 1 ns, permet une redistribution déssses relativement isotrope sur
I'ensemble des atomes en utilisant un couplagéefailun bain thermique. Au cours de cette
phase, les constantes de force appliquées auxacues sont progressivement réduites
jusqu’a étre annulées pour laisser les systemdaenitbrement.

Cette étape est suivie d’'une période de produatione durée de 3 ns. Durant cette étape,
aucune contrainte n’est appliquée, les caractguiss énergétiques du systéme sont contrdlées
et les coordonnées sont stockées pour produitesiestoires. Les analyses sont effectuées au

cours de la derniére ns de production.

3 Analyses

Les structures des dimeres sont sélectionnées m@it@mt des criteres géometriques. Ces
critéres sont basés sur I'assemblage des hélicedoranaires observé dans les structures RX
des protéines membranaires. Le nombre de protémeesbranaires dont la structure a été
résolue par RX est faible comparé a celui des pregésolublesgraphe 2.10Q (White 2004).
Plusieurs études ont été ménées pour comprendrede d’assemblage des hélices TM, leur
orientation dans la membrane, leur longueur, lewtinaison et la recherche de motifs
structuraux (Bowie 1997).

Ces études ont permis de définir les criteres géamueés utiles a la sélection des structures
des hétérodiméres ErbB.

Les caractéristiques des hélices TM sont décraes tes paragraphes suivants.
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Figure 2.10 : Evolution du nombre de structures des protéines sobles et des protéines membranaires
dont la structure est résolue. D’aprés (White 2004)

a_ Longueur des hélices

La longueur des hélices TM varie fortement de 13Daésidus, avec une moyenne de 26.4
résidus (Bowie 1997). La taille généralement obisentes hélices est de plus de 20 résidus,
qui est un nombre optimal pour traverser la mendr@ngelman et al. 1986). Beaucoup
d’hélices TM s’étendent en dehors de la membramermtibuent a la structure des domaines
solubles. Ainsi, nous avons pris des segments TIZ3det 25 résidus respectivement pour les
monomeéres de la GpA et les hélices ErbB. Ces ségaenorrespondent a la partie

hydrophobe des domaines TM de ces récepteurs.

b_ Arrangement des hélices

Dans un dimere, les hélices peuvent avoir deuxntaimns : parallele ou anti-parallele.

L’orientation du N-terminal vers le C-terminal dat méme pour les hélices paralleles et
opposée pour les hélices anti-paralléles. Sur8ast@ractions entre hélices TM (Bowie 1997,
1997), 63% des hélices sont dans une orientatitwparallele.

Pour éviter d’avoir des hélices trop décalées I'pae rapport a l'autre le long de leur axe,

nous avons appliqué un filtre. Ainsi, le déplacetrsaerivant I'axe Z entre les deux monomeres
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ne doit pas étre supérieur & 3.5 A aussi bien d# Néterminal que du cété C-terminal. De
plus la différence entre les distances croiséeslaiepas elle aussi dépasser 3.5 Vil

légende du tableau 2.1)
C_ Angles d’inclinaison et de croisement

La moyenne des angles d’inclinaison des hélicesrgaport & la normale a la bicouche
lipidique est de 21°figure 2.11), mais avec une préférence pour les petits aragiegris
entre 10 et 20°.

Angle Angle d'inclinaison

d’inclinaison du dimere
) .

Figure 2.11: Orientation des hélicesTM. a) Par définition si I'hélice en premier plan dunére doit
effectuer une rotation dans le sens des aiguill@sedmontre pour s’aligner avec I'hélice en arriptan, I'angle
de croisemen® est positif et caractérise une association gaumhsi I'hélice en premier plan doit effectuer une
rotation dans le sens inverse des aiguilles d’'uaetra pour s’aligner avec I'hélice en arriére pl@ngst négatif
et caractérise une association droite. Dans ceddfmition la direction des hélices est ignorée.l'angle
d’inclinaison est I'angle entre I'axe de I'hélicelaxe OZ. d) I'angle d'inclinaison du dimeére dstngle formé
par I'axe du dimere, (moyenne des deux axes deudeades hélices), et I'axe Z. D’aprés (Chothid.et281).

Les angles de croisement entre les hélices TMdistribués entre —56° et +67°. La valeur la

plus frequemment rencontrée est de +20° pour legipes membranaires, alors que dans les
protéines solubles celle-ci est de —35°. La difiéeedeQ entre les protéines solubles et les

protéines TM vient de la restriction de I'anglendlinaison des hélices lorsqu’elles sont

insérées dans la membrane.

L’étude de Bowie (Bowie 1997, 1997) a été élargee pne analyse plus récente sur 11

protéines TM comprenant 125 interactions hélicécké{Senes et al. 2001) et par celle de
(Walters and DeGrado 2006). Lfsgure 2.12 représente la distribution de l'angle de

croisement pour des associations des hélices @asakt anti-paralléles.
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Figure 2.12 :Distribution de I'angle de croisement {2) entre les hélices TM observés dans les protéines
membranaires Ce graphe met en évidence 4 blocs rouge, jawrmeevbleu qui représentent respectivement les
structures antiparalléles gauches, paralléleseadrointiparalleles droites et paralleles gauchegrBs(Walters
and DeGrado 2006).

d_ Distance inter-hélices

La distance la plus faible mesurée entre les arsshélices en interaction est qualifiee de
distance de plus petite approche (Walther et @619Dans les membranes, la distance de
plus petite approche est respectivement de 9.118.6tA pour les paires anti-paralléles et les
paires paralléles. La distance moyenne est dor@.&ld\, trés proche de celle mesurée sur
2145 interactions hélice-hélice dans des prot&oéasbles (Bowie 1997). Les distances inter-
hélices moyennes entre les atomesd@és résidus qui se font face sont plus courtes bemn
protéines membranaires (5.5 A) que dans les pexésolubles (6.0 A) (Gimpelev et al.
2004).
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Figure 2.13: Distribution des distances inter-hélices minimalesntre les squelettes peptidiques des
protéines membranaires (barres noires) et solublgbarres blanches)

La distance minimale moyenne entre les axes hédkeni est de 5.14 et 5.22 A respectivement pour les
protéinesmembranaires et solubles. D’ap(&Slers et al. 2002).

e Choix des criteres géométriques

Les différents criteres géométriques utilisés pgawgeélection des structures des hétérodimeres

sont donnés dans tableau 2.1

L (B) Adc (B AZwier Mg ier (B) Q(°)
Dimer min max min max
HERm 32.0 38.0 <35 <35 -65° +45°
GpAmm 29.0 35.0 <35 <35 -65° +45°

Tableau 2.1:Paramétres définissant la qualité de la structure d dimére.

Les valeurs min et max de la longueur de I'hélicg) (sont définies a partir de la longueur d'une leslic
canonique (kg = 35.25 A pour les hélices HERet 32.5 A pour I'hélice Gp4y). Q est 'angle de croisement
entre les deux axes principaux des deux monomeessvaleurs min et max proviennent de I'étude deiBo
(Bowie 1997) et des analyses statistiques desipesténembranaireddc correspond a la valeur absolue de la
différence des distances croisées entre les at@peerminaux : G''Nter-C,"°Cter et G™°Nter-C,"'Cter.
AZ(Nter) = |Z(G"* Nter) — Z(G™ Nter)| et AZ(Cter) = |Z(G"* Cter) — Z(G"* Cter)| correspondent
respectivement a la valeur absolue de la différates positions Z des atomeg @es résidus terminaux des
hélices H1 et H2.

Il n’y avait pas de limitation de I'angle de craisent contrairement aux méthodes courantes
(Adamian and Liang 2006; Adams et al. 1995; Akuld ®attabiraman 2005; Beevers and

Kukol 2006; Bu et al. 2007; Kim et al. 2003). Avee protocole, nous avons généré un

72



nombre raisonnable de structure (1296 structurdil@s) comparativement a Kukol et
Beevers qui ont généré 72 structures de départl@siient copiés 4 fois donnant ainsi 288
structures. Toutefois ces auteurs ont effectuésuteglations de dynamique moléculaire dans
un modele de membrane. D’autres auteurs ont gameriges grand nombre de structures
dimériques de la GpA (97200) et la sélection esébaur des critéres énergétiques (Adamian
and Liang 2006; Adams et al. 1995; Akula and Patiaitan 2005; Beevers and Kukol 2006;
Bu et al. 2007; Kim et al. 2003) sans faire de $ation MD.

La méthode que jai développée n'utilise pas detreamte de symétrie, ni d’angle de
croisement des hélices. La sélection des meillestrestures est basée uniquement sur des
criteres géométriques qui rendent compte implictieinde I'existence de la membrane. Elle
est indépendante de la séquence des hélices TMe @eithode présente l'avantage de
pouvoir s’appliquer a des hétérodimeres. Elle moug’appliquer a I'étude des oligomeres.
Le nombre de configurations initiales sera beauqaup grand et nécessitera un temps de

calcul plus long.
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Introduction

La transduction du signal est un événement de pgremimportance, puisqu'elle
stimule la prolifération et la différenciation desllules mais sa dérégulation entraine les
cellules sur la voie de la cancérogenese. La fantiéds récepteurs ErbB est comme nous
l'avons vu précédemment tres souvent impliqguée deits voie et de nombreux travaux sont
effectués depuis des dizaines d’années pour trade®isolutions thérapeutiques. La plupart

de ces études ont pour but la désactivation depréars.

Les fragments peptidiques chimiques correspondanitedgsemble du domaine
extracellulaire ou a de courtes séquences du demmansmembranaire sont capables
d'interférer avec la dimérisation du récepteur'iahter la croissance des cellules tumorales
aussi bien au niveau de I'état monomérique querdjoe (Lofts et al. 1993; O'Rourke et al.
1997). Cette derniére voie nécessite de connaitetrlicture tridimensionnelle du récepteur
ou celle des portions cibles. Il est évident quedanaissance de la structure compléte des
récepteurs ErbB/HER constituera une avancée trpsrtante pour la compréhension de leur

fonctionnement.

Notre objectif est de faire progresser les conaasss sur la structure de ces
récepteurs en utilisant des techniques théorigeeprddiction de structure. Comme nous
avons déja évoqué, les techniques théoriquesré@igtion combinées aux techniques de
simulation de dynamique moléculaire s’appliqguenhégélement pour cibler les zones de
flexibilité des macromolécules mais peut égalenédre utilisée pour modéliser une structure
3D. Cependant, elle a également ses limites et itéficile de déterminer ou de simuler la
structure compléte d’un récepteur du type ErbB damsintégralité sans connaitre la structure
des domaines. Cette opération n’est pas faisablkedd@maine le plus simple a modéliser est
le segment transmembranaire (formé d’'une seulecénél) et son implication dans les
phénomenes d'activation constitutive du réceptedai¢ un candidat tres intéressant. De plus,
le succés de la prédiction de la structure de taegpransmembranaire de la Glycophorine A
(Adams et al. 1996; MacKenzie et al. 1997; Smithle001) et de la structure du domaine
TM de Neu par RMN (Goetz et al. 2001; Houlistomle2004) est encourageant.

Notre ambition est de proposer des modéles d'agsmtihétérodimérique des segments
transmembranaires des récepteurs ErbB/HER enamtilisssentiellement comme principale
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donnée, la composition en acides aminés de cesidesndls nous permettent de prédire des

modes d’association de ces hélices transmembranaire

Je présenterai les résultats obtenus au cours dieasa en décrivant les études réalisées pour
prédire des modes d’association hétérodimériquehééises transmembranaires sans tenir
compte des conditions environnementales de la mambiPour cela, je commencerai par
décrire la méthodologie de prédiction d’associatdes hélices transmembranaires et je
décrirai ensuite ceux issus d'une premiere étudisée sur les hétérodimeres du domaine

transmembranaire des récepteurs de la famille EHBR/

Ce travalil fait I'objet de deux publications dohtrle est publiée darisuropean Biophysics
Journal (voir 1*® PARTIE). La deuxiéme publication (voif PARTIE) vient d’étre soumise a
Biopolymers.
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1%® PARTIE: METHODOLOGIE DE PREDICTION DE L’ASSOCIATIO N DES
HELICES TRANSMEMBRANAIRES. VALIDATION DE LA RECHERC HE DE
STRUCTURES.
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Introduction

Différentes méthodes ont été développées pournerédssemblage des hélices TM. Toutes
ces méthodes conduisent a une bonne prédictiotrutgses et leur performance se mesure
par leur pouvoir de reproduction des résultats exmntaux. La méthode que janise au
point combine la mécanique et la dynamique moléeula

Dans le cas du domaine TM des récepteurs ErbB,eohesirte a une difficulté majeure
puisque la structure des homodiméres et des hétéoes de ces récepteurs n’'est pas
connue. La structure hélicoidale du domaine trandmnanaire uniqgue de Neu a été
démontrée par voie expérimentale (Goetz et al. 2@llick et al. 1992; Houliston et al.
2003, 2004; Smith et al. 1996). La flexibilité ingeque de I'hélice TM des récepteurs Neu et
ErbB2 a été démontrée.

Dans I'équipe, une méthode de recherche globalecigss aux simulations MD a été
développée pour définir des modéles probables at#sson des domaines TM de ErbB2
(Aller et al. 2006; Aller et al. 2005; Garnier & 2003; Garnier et al. 1997; Sajot et al. 1999).
Son application, élargie a I'étude des associatdumsdomaine TM de Neu, a permis de
montrer que les domaines TM s’associent en formarguper enroulement gauche (Aller et
al. 2006; Aller et al. 2005; Garnier et al. 200Zrder et al. 1997; Sajot et al. 1999).

Méme si les modeles théoriques sont en trés boordcavec I'ensemble des données
expérimentales, un point essentiel est de valideméthode sur un systéme parfaitement
connu. C’est la raison pour laquelle le dimére Téla glycophorine A (GpA) est toujours
pris comme base de validation.

La prédiction de la structure de ce domaine dateatmées 1994 (Langosch and Heringa
1998; Lemmon and Engelman 1994; Lemmon et al. 1888as 1996, 1997). Aujourd’hui
encore ce systeme sert de modele pour la validdeomouvelles méthodes de prédiction. Le
dernier exemple est celui de Del’Ocro (Dell'Orcaakt2007) qui a développé une méthode

d’amarrage a corps rigides associé aux simulattiDs

La GpA est une protéine membranaire de 31 kDa ptés& la surface des érythrocytes
humains. C’est une sialoglycoprotéine majeure guieples déterminants antigéniques M et N
des groupes sanguins. Elle peut également, datesnceas, servir de ligand pour des virus,
bactéries et parasites (Blanchard 1990; CartrorRaiuliel 1992).
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L’enroulement droit caractéristique des domaines @&1la GpA est dicté par le motif
spécifique de 7 résidus L75 176 -- G79 V80 -- G844\ T87, disposé symétriquement a
I'interface des deux hélices (Brosig and Langose®8] Lemmon et al. 1992; Lemmon et al.
1994). Ce domaine conserve une structure en hélaec un angle de croisement des deux
hélices voisin de -40°.

Pour I'étude de la structure du domaine TM desrbditmeres ErbB, nous nous sommes
basés sur la méthode initialement développée e (Aer et al. 2006; Aller et al. 2005;
Garnier et al. 2003; Garnier et al. 1997; Sajoaletl999) et appliquée pour les études des
homodimeéres (Aller et al. 2006; Aller et al. 20@arnier et al. 2003; Garnier et al. 1997;
Sajot et al. 1999). La méthode a été adaptée paitertle cas d’association non symétrique,
et les simulations MD utilisées pour le raffinemdas structures initiales ont été poursuivies
sur des échelles de temps relativement longues. riithode de sélection des structures
représentatives a été développée en s’appuyantlesurconnaissances acquises sur

'assemblage des hélices TM.
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Abstract Computational methods are useful to identify
favorable structures of transmembrane (TM) helix oligo-
mers when experimental data are not available or when they
cannot help to interpret helix—helix association. We report
here a global search method using molecular dynamics
(MD) simulations to predict the structures of transmembrane
homo and heterodimers. The present approach is based only
on sequence information without any experimental data and
is first applied to glycophorin A to validate the protocol and
to the HER2-HER3 heterodimer receptor. The method
successfully reproduces the experimental structures of the
TM domain of glycophorin A (GpAryy) with a root mean
square deviation of 1.5 A. The search protocol identifies
three energetically stable models of the TM domain of
HER2-HER3 receptor with favorable helix—helix arrange-
ment, including right-handed and left-handed coiled-coils.
The predicted TM structures exhibit the GxxxG-like motif at
the dimer interface which is presumed to drive receptor
oligomerization. We demonstrate that native structures of
TM domain can be predicted without quantitative experi-
mental data. This search protocol could help to predict
structures of the TM domain of HER heterodimer family.

Presented at the joint biannual meeting of the SFB-GEIMM-GRIP,
Anglet France, 14-19 October 2006.

0. Samna Soumana (D<) - N. Garnier - M. Genest
Centre de Biophysique Moléculaire, UPR 4301, CNRS,
University of Orléans, rue Charles Sadron,

45071 Orléans Cedex 02, France

e-mail: soumana@cnrs-orleans.fr

O. Samna Soumana
INSERM, rue Charles Sadron,
45071 Orléans Cedex 02, France

Keywords Molecular dynamics global search -
Helix—helix association - Glycophorin A -
ErbB/HER receptor

Introduction

Membrane proteins encoded by nearly ~20-30% of the
genome (Krogh et al. 2001; White 2004) are involved in
complex signaling and transport functions. Because of their
crucial role in many cellular processes they constitute the
most biologically important family of proteins that serve as
targets for drug discovery. However, their great biological
importance contrasts with the very small number of struc-
tures resolved at high-resolution (Jayasinghe et al. 2001;
White et al. 2001; Berman et al. 2002; White 2004). Solving
membrane protein structures is necessary for a complete
understanding of cellular processes (Fleishman and Ben-Tal
2006a, b). To overcome the difficulties to express mem-
brane proteins and to obtain experimental structure using
X-ray crystallography (White 2004) and nuclear magnetic
resonance (NMR) (Opella and Marassi 2004) various
computational methods for predicting the topology and the
packing of transmembrane (TM) helices have been devel-
oped. Helical proteins are the dominant class of TM pro-
teins and the identification of sequence segments embedded
in membranes represents the fundamental step to progress
into the membrane protein folding problem (Krogh et al.
2001; Chen et al. 2002; Kim et al. 2003; Kokubo and
Okamoto 2004; Akula and Pattabiraman 2005; Adamian
and Liang 2006; Fleishman et al. 2006b). Another step is to
predict how TM helices associate. Various computational
approaches have been developed all based on the two-stage
model of membrane protein folding (Popot and Engelman
1990). The two simple rules are that helices are individually
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inserted into the plasma membrane, and next, helices
associate to shape the tertiary structure of the protein.

Specific interactions take place between hydrophobic
segments within the bilayer and the major contribution to
helix—helix interactions in membrane comes from van der
Waals packing (Popot and Engelman 1990; White and
Wimley 1999). Therefore, modeling approaches including
molecular dynamics (MD) simulations and energy mini-
mizations, combined with experimental information clearly
identify structures of helix bundles (Herzyk and Hubbard
1995; Fleishman et al. 2004; Beuming and Weinstein 2005;
Fleishman and Ben-Tal 2006a, b).

Computational methods can be used also to identify the
most favorable interactions between TM helices when
biochemical and biophysical data have no existence or
when they cannot help to interpret helix—helix association.
The best example is that of the TM dimer of glycophorin A
(GpA) for which global search MD studies (Treutlein et al.
1992; Adams et al. 1995, 1996) had first identified
the structural model of the dimer, latter solved by
NMR experiments in micelles (MacKenzie et al. 1997).
Exhaustive studies have been undertaken to explore the
determinants of stability in GpA dimerization highlighting
the role of small residue sequences called the GxxxG
motif, in mediating inter helix contacts (Russ and Engel-
man 2000). GxxxG-like motifs in which Gly residue is
substituted by a small residue like Ala, Ser and Thr are
frequently found in mediating TM helix association in a
variety of protein families, like signal transduction proteins,
channels, transporters and enzymes (Eilers et al. 2000;
Dawson et al. 2002; Senes et al. 2004).

This motif is present in the TM domains of all the
members of the HER family of growth factor receptor
tyrosine kinase (ErbBI/HER or EGFR; ErbB2/HER2,
ErbB3/HER3, ErbB4/HER4). Activation of HER receptors
involves ligand-induced oligomerization, which in turn
leads to receptor trans-phosphorylation and activation
within dimers or higher order oligomers (Schlessinger
2000). Subsequent studies have shown that interactions
between TM domains do contribute significantly to homo
and hetero dimerization processes (Tanner and Kyte 1999;
Mendrola et al. 2002). The single TM domain of HER
members exhibits a conserved GxxxG-like motif at the
N-terminal and the C-terminal ends. The HER>1y; domain
exhibits this motif only at the N-terminus. Mutational
analyses suggest that TM dimerization may involve one of
the two motifs for a separate function (Fleishman et al.
2002; Mendrola et al. 2002). As an example, in the case of
the HER'1y; and HER?py; one motif at the C-terminus
serves for homo dimerization and the other at the
N-terminus for heterodimerization (Gerber et al. 2004).

Multiple short MD simulations in vacuum have been
used to identify possible structures of the TM domain
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association of the HER2/Neu receptors demonstrating the
importance of the GxxxG-like motif in the formation of
homodimers in the wild and the oncogenic forms (Garnier
et al. 1997; Duneau et al. 1999a, b; Sajot and Genest 2000).

Besides the fact that the dimerization motif is involved
in the association of the TM domain of the HER receptors,
structural data on TM heterodimers are still unknown.

In this paper we describe a computational method that
allows the prediction of structural models of HER hetero-
dimers. For that, we have revisited our MD search protocol
used to model helix-helix packing of symmetric homodi-
mers (Garnier et al. 1997; Duneau et al. 1999a, b). In the
case of heterodimers, symmetry constraints cannot be used
and the overall energy surface has to be explored. The
conformational sampling is described by the rotational
pitch angle of each helix allowing the complete exploration
of helix—helix interfaces.

Structural data of heterodimers of TM helices are not yet
available (Caballero-Herrera and Nilsson 2003) and to test
our search method it is first applied to the GpAry dimer
and second to the HER2-HER3 TM domain. HER?2 is the
preferred dimerization partner of all HER receptors and
preferentially associate to HER3 (Tzahar et al. 1996;
Graus-Porta et al. 1997). HER2-HER3 heterodimer shows
the strongest potency in terms of stimulating cell prolifer-
ation (Pinkas-Kramarski et al. 1996; Rubin and Yarden
2001; Citri et al. 2003).

Our method successfully describes the right-handed
structure of the GpAry; dimer with a root mean square
deviation (RMSD) of 1.5 A from the experimental struc-
ture (MacKenzie et al. 1997).

The excellent agreement obtained for GpArty dimer
leads us to explore TM domain structures of HER?™.
Experimental information relies on the presence of the
GxxxG-like motif at the dimer interface. Our prediction
shows that three MD models, with helices in right-handed
and left-handed interactions conform to the presence of the
GxxxG-like motif in the dimer interface.

Methods
TM domain systems

Two helical dimers are studied. The first one is the dimer of
the GpAty domain (MacKenzie et al. 1997) which is used
as template to validate the method. Both helices comprise
23 residues from residue Ile73 to I1e95 constituting the
hydrophobic sequence of the TM domain (Tomita et al.
1978). The second one results from the association of the
HER2 and HER3 receptors referred to as the HER? 1y
domain in the following. Each helix comprises the 25 res-
idues of the hydrophobic sequence of the TM domains of
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Table 1 Sequence of the TM domains

Protein Sequence Residues
GpAmm ITLITFGVMAGVIGTILLISYGT 73- 95
HER 2y LTSIVSAVVGILLVVVLGVVEGILI 651-675
HER3mv LTMALTVIAGLVVIFMMLGGTFLYW 642-666

The sequences of HERZTM (Coussens et al. 1985; Yamamoto et al.
1986; Ehsani et al. 1993) and HER3TM (Kraus et al. 1989) are listed,
alongside the GpAry; sequence. Regions corresponding to the po-
tential GxxxG dimerization motifs in each TM domain are shaded

gray

the receptors (Coussens et al. 1985; Yamamoto et al. 1986;
Kraus et al. 1989; Ehsani et al. 1993). The sequences of the
two systems are given in Table 1. For both systems, each
helix has the amino terminus acetylated and the carboxyl
terminus methyl-aminated to mimic the peptide bond.

Global search method

All calculations were undertaken by using the program
CHARMM Version 26 (Brooks et al. 1983) and the all
hydrogen PARAM?22 force field (MacKerell et al. 1992).
All calculations were carried out in vacuum and the
dielectric constant was set to 1.0. This value is a good
approximation of the membrane environment (Adams et al.
1995; Duneau et al. 1999a, b) and is justified for our pur-
pose to define a set of possible structures of the TM dimers.
Electrostatic interactions were not truncated and an atom-
based switching function was used for the van der Waals
interactions between 10 and 12 A. The nonbonded list was
generated with a cutoff of 13 A. All calculations were
performed on a multi-processor platform Linux Beowulf
clusters with dual 3.06 GHz Intel Xeon processors.

Conformational sampling

A parallel dimer was first generated with the two helices
(H1 and H2) built with the standard torsion angles (¢ = —57°,
Y = —47°) and the helix axes aligned along the Z-axis. This
initial construction corresponding to two superimposed
helices was used to generate multiple configurations of the
dimer by rotating each helix about its own axis. 0; and 0,
are the rotational angles of H1 and H2, respectively. For a
complete search over the two-body rotational interaction
space, 0 was increased by 10° steps from 0° to 360° and,
for each 0; value, 0, was varied by 10° steps from 0° to
360°. A total of 1,296 (36 x 36) initial configurations was
generated.

For each of these configurations, helix H2 was translated
along the X-axis from its initial position (0 A) by a distance
D of 20 A between the two helix axes sufficiently large to
avoid atomic contacts. D was gradually decreased by
increment of 0.25 A to reach the distance Dh for which the

two helices are in favorable interactions. Dh is obtained as
follows: at each translation step, the system was energy
minimized using first the steepest descent (SD) method
and then the Adopted Basis Newton—Raphston (ABNR)
minimization algorithm for 50-100 steps. During the
minimization process the two helices have been maintained
in a parallel orientation by fixing the backbone atoms for
the optimization of the side chain orientation. For the 1,296
minimized structures Dh ranges from 9.0 to 11 A. These
minimized structures have been used as starting structures
for the simulations. This minimization process has been
applied to the GpAty dimer and to the HER? >y dimer.

Molecular dynamics protocol

Molecular dynamics simulations were carried out at
constant temperature 7 = 300 K. The SHAKE algorithm
(Ryckaert et al. 1977) was applied to fix all the bonds
involving hydrogen atoms. The integration time step was
1 fs. The MD protocol begins by a heating period (18 ps)
during which the system was gradually thermalized from 0
to 300 K by increment of 50 K. New atomic random
velocities were assigned from a Maxwell distribution at
each temperature step. The o helical structure was main-
tained by restraining the O;—NH;, 4 distance of the backbone
hydrogen bonds (Hbonds) at 2.8 A. The vertical shift of one
helix relatively to the second helix along the Z-axis was

Fig. 1 Parameters defining structure quality, Ly: distance between
the C,, atoms of the first residue C,'Nter and the last residue C,"Cter;
Lgc:crossed distance CaH'Nter—CaHQCter and C1H2Nter—CaH1Cter;
Adc: difference between the crossed distances. AZ(Nter) = | (Z(C,H!
Nter) — Z(CxHz Nter) | : difference in Z positions of the C,, atoms of
the first residue of H1 and H2; AZ(Cter) = | (Z(C,M"! Cter) — Z(C,H?
Cter) |: difference in the Z positions of the C, atoms of the last residue
of H1 and H2. Q (°): crossing angle. ; and 6, are the rotational
angles of H1 and H2, respectively, about their own axis
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monitored by applying harmonic crossed distance restraints
L. (see Fig. 1 for definition) at 35 A and 36 A with a force
constant of 250 kcal mol™" A~ for the GpATm dimer and
the HER> 1y dimer, respectively. The values are based on
those measured on the experimental model of the GpAry
dimer (MacKenzie et al. 1997) and our previous MD
models of HERZTM homodimers (Sajot and Genest 2000).

Equilibration was continued for 1 ns applying the same o«
Hbonds and crossed distances restraints with a force constant
of 250 kcal mol™! A2 for the first 300 ps and reduced to
150 keal mol™ A2 for the following 300 ps. The last 400 ps
were continued without any constraint allowing the two
helices to move freely. During the heating and the equili-
bration periods helix—helix separation D was not restrained.

The production period was conducted during 3 ns
without any restraint. Atomic coordinates and energy terms
were saved every ps. The last ns was used for averaging
and further analysis.

Analysis of helix—helix assembly
Geometric criteria

Several geometrical parameters were used to evaluate the
quality of the simulated structures. These parameters,
shown in Fig. 1, are: (1) the helix length Ly defined as the
distance between the C, atoms of the first residue at the
N-terminus (CMHNter) and of the last residue at the C-ter-
minus (C,Cter). The Ly value informs directly on helix
elongation or helix contraction resulting from 3, or 7 helix
distortions. Distortions of the helical backbone are cur-
rently observed during MD simulations. We have consid-
ered, after several tests that a o helix is structurally correct
when Ly does not deviate up to 3 A from 32 A for the GpA
helix and 35 A for the HER helix. For a canonical o helix,
Ly is about 35.25 A for a 25 residues helix (HERTM:) and
32.5 A for a 23 residues helix (GpAtm). These values are
close to those measured along the Z-axis. One may notice
that Ly can also be obtained from the calculation of the
helix length along the Z-axis. However, the helix axis is not
correctly defined in this case because the a helix structure
is not strictly maintained after MD simulations. (2) The
difference between the two crossed distances (Lg.). This
parameter noted Ay, allows the control of both the vertical
shift of the helices and the length of the two helices. (3)
The helix register AZ defines the vertical position of the
helices relatively to each other. It is calculated as the dif-
ference between the Z positions of the C, atoms of the first
and the last residues of H1 and H2 along the dimer axis.
For bitopic membrane proteins a significant shift of the TM
helices along the membrane normal would be impossible
due to the limitations imposed by the lipid bilayer (Killian
and von Heijne 2000; Killian 2003). (4) The crossing angle
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Q, which measures the angle between the two helical axes
whereby positive and negative values indicate a left-
handed and a right-handed coiled-coil. A distribution of the
crossing angle values ranging from -65° to 45° is in
accordance with the various studies on membrane protein
assembly (Bowie 1997; Chothia et al. 1981; Bywater et al.
2001; Kallblad and Dean 2004). Bowie (1997) examined a
small database of helical membrane proteins and showed
that a crossing angle of +20° was the most common, in
contrast to the globular proteins where packing angles
around —35° are the most prevalent. According to Chothia
et al. (1981) inter-helical crossing angles range between
—80° and +40°. Values of the geometric parameters used to
define the dimer structures quality are given in Table 2.

Structure selection
Geometry-based filters

The quality of a dimer structure was determined from the
analysis of the 250 configurations extracted from the last ns
MD trajectory (one configuration extracted every 4 ps).
The structure selection follows several steps:

(1) For each of the 250 configurations, the 6 parameters
defined previously were calculated. A score value of 1 is
given when one parameter is respected otherwise the score
value is 0. A configuration is assumed structurally correct
for a total score of 6 or close to correct for a total score of
5. Otherwise, the configuration is rejected. (2) A structure
is retained if 80% of the analyzed configurations () are
structurally correct (N = 200). Otherwise, the structure is
rejected. Steps (1) and (2) applied to the 1,296 structures
drastically reduce the number of structurally correct
dimers. (3) Based on the distribution of the crossing angle,
the remaining structures are clustered into three distinct
families of coiled-coils corresponding to right-handed
dimers (2 < —10°), parallel dimers (-10° < Q < 10°) and
left-handed dimers (€2 > 10°). (4) For each family, several
clusters including structures with a Coo RMSD value < 2 A
are well identified. The average structure for each cluster
was then energy minimized in order to remove bad contacts

Table 2 Parameters defining dimer structure quality

Ly (A) Ade (A)  AZyee = Q)
. AZCler (A) .
Min Max Min Max
HER*®py 320 380 <35 <3.5 —65°  +45°
GpArm 29.0 350 <35 <35 —65°  +45°

Minimum and maximum values of Ly are defined from the length of a
o canonical helix (L, = 35.25 A for the HERy helix and 32.5 A for
the GpAty helix). Q (°) is the crossing angle. Minimum and maxi-
mum values derived from Bowie (1997) and statistical analysis of
membrane proteins. All these parameters are shown in Fig. 1
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and was used as the starting point for further MD refine-
ment. The same exact MD protocol described previously
was applied.

In addition, it has been applied to the two experimental
models of the GpAry dimer, (model 16 and the average
NMR structure) for comparison (see section “Results and
discussion”).

Interface surface area calculation

The interface surface area (SA) was calculated as the dif-
ference between the solvent accessible SA of individual
helices and the solvent accessible SA calculated for the
dimer. Surface areas are calculated with CHARMM and
values are averaged over the last ns of the simulation.

Residues in the TM helices were divided in three groups:
interacting residues have over 80% of their SA buried in the
helical dimer, partially buried residues have buried SAs
between 50 and 80% and exposed residues have more than
50% of their SA accessible (Gimpelev et al. 2004).

Binding free energy calculation

We have calculated the gas-phase contribution to the
binding free energy, AG°inq defined as: (Zoete et al. 2005)

. . AGEind .
Vacuo (Helix1 4+ Helix2 —" Dimer)

AG°®inqis the sum of three terms: AE;,.,, the difference in the
internal energy of the two monomers H1 and H2 in the dimer
D and the isolated monomers, E 4w, and E.., the van der
Waals and electrostatic inter-helical interactions energies.

AGgind = AEinya + Evaw + Eclec
AEintra = ED - EHl - EH2

intra intra intra
X _ X X X
Eintra - Eintra,bond + Eintra,VdW + Eintra,elec

Results and discussion
GpAry dimers

The 1,296 sampled structures formed three families rep-
resentative of the right-handed, left-handed and parallel
dimers with 73, 70 and 16 structures respectively after
geometric filters.

Clustering similar structures in each family (Co
RMSD < 2 A), followed by averaging and MD refinement
reduce their population. Finally, four MD models repre-
sentative of the right-handed helical dimers were obtained,
nine are representative of the left-handed dimers and one
exhibits parallel helices.

In order to check whether the present protocol allows
predicting the experimental structure, Coe RMSDs of all the
final MD models relative to two NMR models were
calculated. One is the minimized structure of model 16, re-
ferred to as 1AFO,¢ which exhibits the lowest Caz RMSD
value relatively to the 14 final GpAtyy MD models. The
second is the minimized average NMR structure which will
be noted 1AFOean. The 20 NMR models are very similar
with crossed Ca RMSD values ranging from 0.3 to 1.76 A.
RMSDs of these 20 models from 1AFO,e., range from 0.34
t00.94 A. 1AFO, exhibits one of the largest value (0.90 A).
The lowest Coo RMSDs from 1AFO,¢ were obtained for the
right-handed models ranging from 1.5 to 4.7 A.

For the left-handed dimers and the parallel dimer
RMSDs are greater than 5.9 A. All the right-handed
structures, referred to as GpAg, show relatively short
Co—Co distances between the two helices (<4.4 A) which
are correlated with short distances between the two helical
axes (7.4 10%).

Table 3 gives the various characteristics of the right-
handed models and of two left-handed models, noted here
GpAL, selected on the basis of the strongest helix—helix
interactions (GpAp;) and the weakest helix—helix inter-
actions (GpAL»y).

Three of the GpAr models exhibit a crossing angle
around —45°, very close to that calculated for 1AFO;¢ and
1AFO pcan. Calculated helix—helix angles are also in the
range of values derived from MD simulation in membrane
(-39° to —46°) (Petrache et al. 2000; Cuthbertson et al.
2006), or in micelles (—44°) (Braun et al. 2004). As shown
in Table 3, the magnitude of inter-helical interactions is
correlated with the magnitude of accessible SA of the
dimer interface. The same is observed for binding free
energy. The two left-handed structures exhibit short Ca—Cu
residue distances in the same range of value as observed for
right-handed dimers. At least, one Gly residue—Gly79 or
Gly83—is involved at the dimer interface. Left-handed
structures largely differ from the experimental structure
1AFO4 attested by RMSD values of 5.9 and 6.5 A. The
only parallel dimer resulting from the last filter does not
exhibit interesting properties and thus is not discussed here.

It is interesting to remark that the total energy of
the different MD dimers around —110 * 11 kcal mol™
does not allow to differentiate the right-handed and the
left-handed structures. The left-handed model GpAp,
exhibits the best stability, the strongest helix—helix inter-
actions and, the greatest contacting surface at the interface,
but is the furthest from 1AFO¢. The right-handed model
GpAg; which is the less stable and shows the weakest
helix—helix interactions and the smallest contacting surface
is very close to the experimental structure. This is clearly
shown by the very low values of RMDS calculated over the
residues of the dimerization motif.
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Table 3 GpAry simulated dimer structures

GpAry models  Q(°) D (A)  deycy (A) Ri-R; SA (A% Eo dimer  Eper  AG%ina  Ca RMSD (A)

a b
GpAg; —44 6.2 4.1 G79-G79 513 -110 -50 -104 1.5(1.8)  0.6(0.7)
GpAg» —43 7.0 4.2 G83-M81 585 -118 -57 -132 3.4(3.3) 2.9(2.9)
GpAgs —46 6.8 4.0 G86-G86 580 -121 -60 -128 47(4.7)  4.8(4.9)
GpAga -35 7.4 4.4 177-G79 598 ~118 -59 -129 3.5(32) 2.9(2.8)
GpAy, 16 8.0 45 G79-F78 672 -121 -82 -152 6.5(6.0)  43(4.2)
GpAr, 25 8.9 49 G83-V84 528 -100 43 -79 5.9(5.4)  4.0(3.9)
1AFO ¢ -50 6.2 3.5 V80-V80 432 -99
1AFO,nean -40 6.9 3.6 V80-V80 424 -100

The best representative structures of the GpAry, include right-handed coiled-coils (GpAg) and left-handed coiled-coils (GpAp). Geometric
properties and energy terms are averaged over the last ns of the 4 ns MD simulation. Crossing angle Q (°) is calculated following a method by
Chothia et al. (1981) included in CHARMM. A positive value characterizes a left-handed coiled-coil and a negative value characterizes a right-
handed coiled-coil. D (10%): inter-helical distance between the two helices; dc,_cy (A): minimum distances between Ca atoms of opposed residues;
SA (A% contacting surface area at the dimer interface. The two residues in closest proximity are given as Ri—R; respectively for GpAy; and
GpApp,. The total energy of the dimer (E,, dimer) is the sum of the intramolecular energy of the two helices and helix—helix interactions (Ejyr)-
AG°®p;inq 1s the mean value of the binding free energy in the gas-phase (see text for definition). All energy terms are in kcal/mol. Ca RMSD values
from the minimized structures 1AFO;¢ and 1AFOyyc,, (italic) (model 16 and average NMR structure): (a) over all Co atoms and (b) over the Ca
atoms of the GxxxG motif. [RMSD values over the Ca atoms of the seven residues LIxxGVxxGVxxT are very similar (+0.15).] The various
geometric and energetic properties are given for the minimized structure

GpArMm dimer interface

Interfacial residues involved in helix—helix association
were identified from the Co—Co distance maps and the
calculations of the buried SAs.

In Fig. 2, the Ca—Co contact map of GpAg; is compared
to that of 1AFO;4 and 1AFO;c.,. One may note the strong
similarity of distance patterns and particularly that of the
two NMR models although model 16 is the more distant
from the mean structure. The representation of models
clearly confirm their strong similarity.

For GpAgj, the three residues, Gly79, Gly83 and Thr87,
have been identified as completely buried. The contact map
highlights the well-known interacting residue pairs Gly79—
Gly79, Gly83-Gly83, Gly79-Val80 and Gly83-Val80
pertaining to the dimerization motif. In addition to these
contacting pairs, others are revealed between Gly83—
Val84, Gly79-11e76, Leu75-Ile76 and the symmetry-
related Leu75-Leu75, Ile76-11e76, and Thr87-Thr87.

For a better comparison with our MD models we have
carried on a 4 ns MD simulation of 1AFO;s and of
1AFO,,can under the same conditions as described in MD
protocol. Mean values of different quantities have been
calculated. The Co—Cu distances less than 6 A between the
two helices are reported in Table 4 for the two experi-
mental models and are compared to those of the six others
MD models. It is shown that for both NMR structures, the
shortest distances imply the same residues of the GxxxG
motif. One may note that the V80-V80 distance evolves
from the shortest to the largest during simulation process.

@ Springer

We demonstrate that the proximities between the residues
of the G;9VMAGg; motif calculated for GpAg; are almost
identical to those of the experimental models. For the
others MD models these proximities are not respected.

Our findings are very similar to those obtained recently
by (Bu et al. 2007) describing the GpAry structure using
implicit membrane generalized Born model.

The same residue pairs were identified in GpA structures
simulated in dimyristoyl-phosphatidylcholine (DMPC) bilay-
ers and dodecyl phosphocholine (DPC) micelles (Cuthbertson
et al. 2006).

Although the present study is performed in vacuum the
seven residue sequence LIxxGVxxGVxxT is found to be
the motif involved in GpAry helix association.

Surprisingly, even though the close distance between
Gly residues at the dimer interface is believed to allow
hydrogen bonding interactions between the Thr87 side
chains (Cuthbertson et al. 2006) or between the Thr87 side
chain and the backbone carbonyl of Val84 residue of the
opposed helix (Smith et al. 2002), our simulations did not
highlight any Hbond. A possible explanation is that, in
micelles, Thr87 can be solvated and water molecules may
mediate Hbond interactions between the two side chains
(Smith et al. 2002). Also, polar residues are destabilizing
residues in detergents and because of helix unravelling
Hbonds could be favoured with water (MacKenzie and
Engelman 1998). Inter-helical H-bonding interactions are
not the only determinant factor for inter-helical association.
Other factors can compensate for the loss of this particular
interaction.
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HER>™ ™ dimers

From the 1,296 sampled structures, three families repre-
sentative of the right-handed, left-handed and parallel
dimers with size of 2, 77 and 20, respectively, were
obtained after geometric filters. These first results suggest a
strong preference for a left-handed association for the TM
domains of the HER*™ heterodimer.

After clustering (Coo RMSD < 2 A), averaging and MD
refinement the number of structures representative of each

family is strongly reduced. Only one structure with a right-
handed crossing angle was retained and five with a left-
handed crossing angle. The dimer with parallel helices
resulting from this last step was rejected because of sig-
nificant distortions at the N-terminal end of both helices.
Geometrical properties and energetic data are given in
Table 5.

The five left-handed structures are slightly different or
relatively different as attested by the Ca RMSD values that
compare all the structures (between 2.7 and 5.1 A). The
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Table 4 Co—Co distances (< 6 A) calculated between the residues of the two helices Ri-R; for the MD models predicted for GpArys dimer (right-
handed and left-handed) and for the two NMR structures: 1AFO,4 (model 16) and the average structure of the 20 NMR models (1AFOycan)

Ri-R; GpAr: GpAr» GpAgs GpAgg GpAL, GpAr, 1AFOmean 1AFO,¢6
G79-G79 4.14 4.31 4.48 4.26 5.11
G83-V80 4.28 4.29 4.58 4.78 4.31
G83-G83 4.40 4.43 5.35 4.40 5.19
V80-G79 4.50 5.03 4.53 4.49 4.80 4.29
V80-G83 4.56 4.66 4.66 4.22 4.17
G79-V80 4.64 5.00 4.88 4.88 4.50 4.23
V80-V80 5.19 5.24 5.24 5.27 3.51
G83-MS81 4.16 4.79

G79-MS81 4.61 5.33 5.31

A82-MS81 5.86

V80-MS81 5.86 5.60

A82-A82 4.61

M81-G79 4.51

M81-G83 4.58

M81-V80 5.76

Values are averaged over the last ns of the simulation. Values from the minimized structures are in italic

crossing angle ranges from 13° and 31°. As shown in
Table 5, all these models exhibit energetically stable
structural arrangement of the helices leading to stable
dimers. Inter-helical interactions differ at the most by
20 kcal/mol and difference in internal energy of the dimers
between the lowest structure and the weakest structure is in
the same range of value. Energetic factors are not sufficient
to distinguish the most representative structure of the TM
domain of the HER*™ heterodimer. The structure of this
domain is unknown and any structural data is available.
The only information which can be used to select the best
representative structure of the HER>?ry domain is the
presence of the GxxxG-like motif at the dimer interface. As
revealed by numerous studies on TM helices of membrane
proteins this motif is presumed to drive helix—helix asso-
ciation (Russ and Engelman 2000; Dawson et al. 2002;

Table 5 HER2'3TM simulated dimer structures

Mendrola et al. 2002; Arselin and Giraud 2003; McClain
et al. 2003). This hypothesis is confirmed by biological
studies on HER 1y, domains (Mendrola et al. 2002; Gerber
et al. 2004). Three dimer models conform to this hypoth-
esis with similar free binding energy values. One is the
right-handed structure referred to as HER2’3R, the two
others are the left-handed structures refereed to as
HER?7;, and HER?>7|,. Helix-helix interface of these
three structures are detailed below.

HER?* 31y dimer interface

The Ca—Co distance maps and the views of HER? g,
HER2*3L1 and HER2*3L2 structures are shown in Fig. 3.
The contact map relative to the right-handed structure (a)
shows that the shortest distances involve the N-terminal

HER™, ; models Q (©) D (A) deycy (A) R-R; SA (A% E, dimer Einer AG®hina
HERg>™ -20 8.3 5.6 L663-1665 716 -162 -59 -157
HER, > 24 8.1 4.4 A657-T647 687 -175 -65 -161
HER;,> 31 7.8 55 S656-V648 694 -167 -53 -152
HER, ;> 22 8.5 5.2 1673-L659 636 -154 -53 —140
HER; 13 8.7 4.8 G668-G660 590 -168 42 -140
HER; s>~ 26 8.0 5.1 $656-T647 693 -173 -63 -169

The best representative structures of the HER>>1y include right-handed coiled-coils (HER>7R) and left-handed coiled-coils (HER>*™

as Ri-R; respectively for HERzTM and HER3TM
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Geometric properties and energy terms are averaged over the last ns of the 4 ns MD simulation. Definitions of the geometric parameters, crossing
angle Q (°), D (A), dcy_cy (A), SA (A% and energy terms (in kcal/mol) are defined as in Table 3. The two residues in closest proximity are given
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residues of the helices. The shortest proximities are
observed for the following residue pairs: L651T652-
T643M644, T652-T647, V6555656-T647V648, V655-M644,
S656-G651, V659-V648, V659-G651L652, L663-1655
and L667-L659. Contacting maps of the two left-handed
structures are slightly different. The closest proximities are
observed between the N-terminal residues for HER?>™} ; (b)
while they are observed all along the TM sequences for
HER2*3L2 (c). In the case of HER2*3L1, the shortest dis-
tances involve the following residue pairs S656-T647,

Fig. 3 HER?*>py; dimer
structures. Co—Co contact maps
of the representative models of
HER?* 1y dimer derived from
MD search: right-handed
structure HER2’3R1 (a), left-
handed structures HER? 7

(b) and HER*,,. (c). The
lowest Ca—Co distances are in
red and the largest distances are
in blue. The corresponding
structures HER2"3R1 (d),
HER?>?,, (e) and HER* 3|,

(f) are shown with the closest
residues at the dimer interface.
Backbone ribbon of HER? 1y
helix is in blue and that of
HER>py helix is in red. At the
N-terminus, buried residues of
the GxxxG-like motif are
colored orange, buried residues
at the C-terminus including
residues of the GxxxG-like
motif of HERZTM are shown in
green. Other buried residues are
in purple

A657-T647, G660-A650, G660-G651, 1661-A650 at the
N-terminus and F671-G661 at the C-terminus. For
HER”™|,, a strong implication of $656 and G660 of the
HER?1y and T647 and G651 of HER 1y are revealed. One
may remark a strong implication of the C-terminal residues
and particularly those of the C-terminal GxxxG-like motif
of HER’1y. All the three structures clearly exhibit the
N-terminal GxxxG-like motif at the dimer interface. All the
residues involved in short interfacial Ca—Co distances
are completely or almost completely buried.
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Concluding discussion

In the present study, we show that sequence information
and oligomerization state are sufficient to predict structural
models of TM helix assembly.

Because MD simulations in membrane are very time
consuming, our study, as most of others that aimed to explore
the conformational space of helix-helix assembly are
undertaken in vacuum (Adams et al. 1995; Torres et al. 2001;
Caballero-Herrera and Nilsson 2003). It is largely admitted
that helix—helix contacts are the main factor that govern
helix-helix association and that the membrane environment
does not exert major effects (White and Wimley 1999).
Membrane acts as a modulator of the stability of oligomers
(Petrache et al. 2000; Cuthbertson et al. 2006). The confor-
mational space explored in vacuum is very close to that ex-
plored in hydrated lipids (Duneau et al. 1999a, b). Thus one
may think that the structures predicted in vacuum are close to
those in a real membrane provided that they respect the
properties of the membrane/solvent environment.

Our approach is based on the global searching method
developed for predicting HER2/Neu homodimers (Garnier
et al. 1997; Sajot and Genest 2000) and was revisited to
explore the whole conformational space without imposing
limitation. This is in contrast to several other methods that
impose rotational symmetry, helix tilt angle or helix—helix
angle (Krogh et al. 2001; Chen et al. 2002; Kim et al. 2003;
Kokubo and Okamoto 2004; Akula and Pattabiraman 2005;
Adamian and Liang 2006; Beevers and Kukol 2006;
Fleishman et al. 2006b; Bu et al. 2007). Another advantage
is the MD exploration of a relatively limited number of
configurations for a given heterodimer system. Thus, the
present approach is very attractive to define rapidly,
without a priori, an ensemble of structures representative of
the native state of TM heterodimers. Such an approach
could be broaden to the prediction of larger oligomeric
states by taking into account additional criteria as those
deduced from statistical analysis of membrane proteins.

The present MD search protocol is successful in pre-
dicting the structure of the GpAry, dimer. Any quantitative
experimental data is used except the knowledge of the
proximity of the GxxxG motifs at the dimer interface.

Obviously, the success of a prediction method is difficult
to evaluate without experimental data. In the present work,
only geometric criteria are used to propose reasonable
structures of two interacting helices. One difficulty is to
define a suitable balance between the number of filters and
their degree of severity to minimize the risk to predict
wrong structures. More the number of filters is large, less is
the risk. More accurate prediction imposes the use of
experimental data, at least qualitative.

The question of the correctness of a predictive method
for describing the structure of helix—helix assembly is of

@ Springer

major importance owing to the difficulty of experimental
studies in membrane environment. The biological impor-
tance of the HER receptors and the lack of knowledge of
homo and hetero dimerization processes lead us to inves-
tigate structural models of the TM domain. Structural
models of the HER? 1y, domain are proposed, based only
on the presence of the GxxxG-like dimerization motif at
helix—helix interface (Mendrola et al. 2002). As discussed
above, one may think that they are representative of the
structures in the membrane environment.

The present method is currently used for the prediction
of the structures of the TM domain of all HER hetero-
dimers with the aim to give insights into the hierarchical
network of inter receptor interactions that determine signal
transduction (Tzahar et al. 1996; Duneau et al. 2007).

References

Adamian L, Liang J (2006) Prediction of transmembrane helix
orientation in polytopic membrane proteins. BMC Struct Biol
6(1):13

Adams PD, Arkin IT et al (1995) Computational searching
and mutagenesis suggest a structure for the pentameric
transmembrane domain of phospholamban. Nat Struct Biol
2(2):154-162

Adams PD, Engelman DM et al (1996) Improved prediction for the
structure of the dimeric transmembrane domain of glycophorin
A obtained through global searching [published erratum appears
in Proteins 1997 Jan;27(1):132]. Proteins 26:257-261

Akula N, Pattabiraman N (2005) A systematic search method for the
identification of tightly packed transmembrane parallel alpha-
helices. J Biomol Struct Dyn 22(6):625-634

Arselin G, Giraud MF (2003) The GxxxG motif of the transmembrane
domain of subunit e is involved in the dimerization/oligomer-
ization of the yeast ATP synthase complex in the mitochondrial
membrane. Eur J Biochem 270(8):1875-1884

Beevers AJ, Kukol A (2006) Systematic molecular dynamics
searching in a lipid bilayer: application to the glycophorin A
and oncogenic ErbB-2 transmembrane domains. J Mol Graph
Model 25:226-233

Berman HM, Battistuz T et al (2002) The Protein Data Bank. Acta
Crystallogr D Biol Crystallogr 58(Pt 6 No 1):899-907

Beuming T, Weinstein H (2005) Modeling membrane proteins based
on low-resolution electron microscopy maps: a template for the
TM domains of the oxalate transporter OxIT. Protein Eng Des
Sel 18(3):119-125

Bowie JU (1997) Helix packing in membrane proteins. J Mol Biol
272:780-789

Braun R, Engelman DM et al (2004) Molecular dynamics simulations
of micelle formation around dimeric glycophorin A transmem-
brane helices. Biophys J 87(2):754-763

Brooks BR, Bruccoleri RE, Olafson BD, States DJ, Swaminathan S,
Karplus M (1983) CHARMM: a program for macromolecular
energy minimization, and dynamics calculations. J Comp Chem
4:187-217

Bu L, Im W et al (2007) Membrane assembly of simple helix homo-
oligomers studied via molecular dynamics simulations. Biophys
J 92(3):854-863

Bywater RP, Thomas D et al (2001) A sequence and structural study of
transmembrane helices. J Comput Aided Mol Des 15(6):533-552

106



Eur Biophys J

Caballero-Herrera A, Nilsson L (2003) Molecular dynamics simula-
tions of the E1/E2 transmembrane domain of the Semliki Forest
virus. Biophys J 85(6):3646-3658

Chen CP, Kernytsky A et al (2002) Transmembrane helix predictions
revisited. Protein Sci 11(12):2774-2791

Chothia C, Levitt M et al (1981) Helix to helix packing in proteins.
J Mol Biol 145:215-250

Citri A, Skaria KB et al (2003) The deaf and the dumb: the biology of
ErbB-2 and ErbB-3. Exp Cell Res 284(1):54-65

Coussens L, Yang-Feng TL et al (1985) Tyrosine kinase receptor with
extensive homology to EGF receptor shares chromosomal
location with neu oncogene. Science 230(4730):1132-1139

Cuthbertson JM, Bond PJ et al (2006) Transmembrane helix—helix
interactions: comparative simulations of the glycophorin a
dimer. Biochemistry 45(48):14298-14310

Dawson JP, Weinger JS et al (2002) Motifs of serine and threonine
can drive association of transmembrane helices. J Mol Biol
316(3):799-805

Duneau JP, Crouzy S, Chapron Y, Genest M (1999a) Dynamics of the
transmembrane domain of the ErbB-2 receptor. Theor Chem Acc
101(1-3):87-91

Duneau JP, Crouzy S et al (1999b) Molecular dynamics simulations
of the ErbB-2 transmembrane domain within an explicit
membrane environment: comparison with vacuum simulations.
Biophys Chem 76(1):35-53

Duneau JP, Vegh AP et al (2007) A dimerization hierarchy in the
transmembrane domains of the HER receptor family. Biochem-
istry 46(7):2010-2019

Ehsani A, Low J et al (1993) Characterization of a new allele of the
human ERBB2 gene by allele-specific competition hybridiza-
tion. Genomics 15(2):426-429

Eilers M, Shekar SC et al (2000) Internal packing of helical
membrane proteins. Proc Natl Acad Sci USA 97(11):5796-5801

Fleishman SJ, Schlessinger J et al (2002) A putative molecular-
activation switch in the transmembrane domain of erbB2. Proc
Natl Acad Sci USA 99(25):15937-15940

Fleishman SJ, Harrington S et al (2004) An automatic method for
predicting transmembrane protein structures using cryo-EM and
evolutionary data. Biophys J 87(5):3448-3459

Fleishman SJ, Ben-Tal N (2006a) Progress in structure prediction of
alpha-helical membrane proteins. Curr Opin Struct Biol
16(4):496-504

Fleishman SJ, Unger VM et al (2006b) Transmembrane protein
structures without X-rays. Trends Biochem Sci 31(2):106-113

Garnier N, Genest D et al (1997) Molecular modeling of c-erbB2
receptor dimerization: coiled-coil structure of wild and oncogenic
transmembrane domains. Stabilization by interhelical hydrogen
bonds in the oncogenic form. Biopolymers 42(2):157-168

Gerber D, Sal-Man N et al (2004) Two motifs within a transmem-
brane domain, one for homodimerization and the other for
heterodimerization. J Biol Chem 279(20):21177-21182

Gimpelev M, Forrest LR et al (2004) Helical packing patterns in
membrane and soluble proteins. Biophys J 87(6):4075-4086

Graus-Porta D, Beerli RR et al (1997) ErbB-2, the preferred
heterodimerization partner of all ErbB receptors, is a mediator
of lateral signaling. Embo J 16(7):1647-1655

Herzyk P, Hubbard RE (1995) Automated method for modeling
seven-helix transmembrane receptors from experimental data.
Biophys J 69(6):2419-2442

Jayasinghe S, Hristova K et al (2001) Energetics, stability, and
prediction of transmembrane helices. ] Mol Biol 312(5):927-934

Kallblad P, Dean PM (2004) Backbone-backbone geometry of tertiary
contacts between alpha-helices. Proteins 56(4):693-703

Killian JA (2003) Synthetic peptides as models for intrinsic mem-
brane proteins. FEBS Lett 555(1):134-138

Killian JA, von Heijne G (2000) How proteins adapt to a membrane-
water interface. T.I.B.S. Trends Biochem Sci 25:429-434

Kim S, Chamberlain AK et al (2003) A simple method for modeling
transmembrane helix oligomers. J Mol Biol 329(4):831-840

Kokubo H, Okamoto Y (2004) Prediction of membrane protein
structures by replica-exchange Monte Carlo simulations: case of
two helices. ] Chem Phys 120(22):10837-10847

Kraus MH, Issing W et al (1989) Isolation and characterization
of ERBB3, a third member of the ERBB/epidermal growth factor
receptor family: evidence for overexpression in a subset of human
mammary tumors. Proc Natl Acad Sci USA 86(23):9193-9197

Krogh A, Larsson B et al (2001) Predicting transmembrane protein
topology with a hidden Markov model: application to complete
genomes. J Mol Biol 305(3):567-580

MacKenzie KR, Engelman DM (1998) Structure-based prediction of
the stability of transmembrane helix—helix interactions: the
sequence dependence of glycophorin A dimerization. Proc Natl
Acad Sci USA 95(7):3583-3590

MacKenzie KR, Prestegard JH et al (1997) A transmembrane helix
dimer: structure and implications. Science 276:131-133

MacKerell JAD, Bashford D, Bellot M, Dunbrack RL, Evansek JD,
Field MJ, Fisher S, Gao J, Guo H, Ha S, Joseph McCarthy D,
Kuchnir L, Kuczera K, Lau FTK, Mattos C, Michnick S, Ngo T,
Nguyen DT, Prodohm B, Reiher WE, Roux B, Schlenkrich B,
Smith J, Stote R, Straub J, Watanabe M, Wiorkiewicz-Kuczera J,
Karplus M (1992) Self-consistent parametrization of biomole-
cules for molecular modelling and condensed phase simulations.
Biophys J 61:A143

McClain MS, Iwamoto H et al (2003) Essential role of a GXXXG
motif for membrane channel formation by Helicobacter pylori
vacuolating toxin. J Biol Chem 278(14):12101-12108

Mendrola JM, Berger MB et al (2002) The single transmembrane
domains of ErbB receptors self-associate in cell membranes. J
Biol Chem 277(7):4704-4712

Opella SJ, Marassi FM (2004) Structure determination of membrane
proteins by NMR spectroscopy. Chem Rev 104(8):3587-3606

Petrache HI, Grossfield A et al (2000) Modulation of Glycophorin A
transmembrane helix interactions by lipid bilayers: molecular
dynamics calculations. J Mol Biol 302:727-746

Pinkas-Kramarski R, Soussan L et al (1996) Diversification of Neu
differentiation factor and epidermal growth factor signaling by
combinatorial receptor interactions. EMBO J 15:2452-2467

Popot JL, Engelman DM (1990) Membrane protein folding and
oligomerization: the two-stage model. Biochemistry 29:4031-4037

Rubin I, Yarden Y (2001) The basic biology of HER2. Ann Oncol
12(Suppl 1):S3-S8

Russ WP, Engelman DM (2000) The GxxxG motif: a framework for
transmembrane helix—helix association. J Mol Biol 296(3):911—
919

Ryckaert JP, Ciccotti G et al (1977) Numerical integration of
cartesian equations of motion of a system with constraints:
molecular dynamics of n-alkanes. J Comput Phys 23:327

Sajot N, Genest M (2000) Structure prediction of the dimeric neu/
ErbB-2 transmembrane domain from multi-nanosecond molec-
ular dynamics simulations. Eur Biophys J 28(8):648-662

Schlessinger J (2000) Cell signaling by receptor tyrosine kinases. Cell
103(2):211-225

Senes A, Engel DE et al (2004) Folding of helical membrane proteins:
the role of polar, GxxxG-like and proline motifs. Curr Opin
Struct Biol 14(4):465-479

Smith SO, Eilers M et al (2002) Implications of threonine hydrogen
bonding in the glycophorin A transmembrane helix dimer.
Biophys J 82(5):2476-2486

Tanner KG, Kyte J (1999) Dimerization of the extracellular domain of
the receptor for epidermal growth factor containing the mem-

&) Springer
07



Eur Biophys J

brane-spanning segment in response to treatment with epidermal
growth factor. J Biol Chem 274(50):35985-35990

Tomita M, Furthmayr H et al (1978) Primary structure of human
erythrocyte glycophorin A. Isolation and characterization of
peptides and complete amino acid sequence. Biochemistry
17(22):4756-4770

Torres J, Kukol A et al (2001) Mapping the energy surface of
transmembrane helix—helix interactions. Biophys J 81(5):
2681-2692

Treutlein HR, Lemmon MA et al (1992) The glycophorin A
transmembrane domain dimer: sequence-specific propensity for
a right-handed supercoil of helices. Biochemistry 31:12726—
12733

Tzahar E, Waterman H et al (1996) A hierarchical network of
interreceptor interactions determines signal transduction by Neu

@ Springer

differentiation factor/neuregulin and epidermal growth factor.
Mol Cell Biol 16(10):5276-5287

White SH (2004) The progress of membrane protein structure
determination. Protein Sci 13(7):1948-1949

White SH, Wimley WC (1999) Membrane protein folding and
stability: physical principles. Annu Rev Biophys Biomol Struct
28:319-365

White SH, Ladokhin AS et al (2001) How membranes shape protein
structure. J Biol Chem 276(35):32395-32398

Yamamoto T, Ikawa S et al (1986) Similarity of protein encoded by
the human c-erb-B-2 gene to epidermal growth factor receptor.
Nature 319:230-234

Zoete V, Meuwly M et al (2005) Study of the insulin dimerization:
binding free energy calculations and per-residue free energy
decomposition. Proteins 61(1):79-93

108



Conclusion

Dans cet article, j'ai présenté la méthodologiereleherche conformationnelle apliquée a
'étude des hétérodimeres HER2-HER3. La méthodepadiitement validée puisqu’elle
décrit avec succeés la structure du dimére de la @Gpisd sur les atomesoCde 1.5 A par
rapport a la structure expérimentale (code PDB 1AFSolue par RMN par MacKenzie et
collaborateurs (MacKenzie et al. 1997).

Afin d’évaluer la pertinence de mes modeles nowns\comparé les distances inter-hélices,
de nos six structures GpA simulées, aux contrailN&E utilisées par MacKenzie et
collaborateurs (MacKenzie et al. 1997) pour obtésr20 modeles RMN (code 1AFO). Le
tableau 3.1résume les pourcentages des distances inter-hédispsctées ou violées pour nos
modéles. Seule la structure prédite (GpAprésente peu de violations de ces contraintes de
distances NOE. Toutefois ces violations sont cosegrientre 0.5 A et 2.8 A, alors que pour
les autres structures ces violations dépassentesbugs 10 A. Ces distances sont assez
similaires a celles des modeles de Smith et calibars (Smith et al. 2002; Smith et al.
2001). Ces valeurs sont assez correctes dans larened nos simulations sont effectuées

dans le vide.

Structure | Pourcentage des contraintes NOE
respectées avec violation
<+ 0.5A
GpARr:1 66 8
GpAR? 16 8
GpArs 0 0
GpALl 0 8
GpAL, 0 8

Tableau 3.1: Tableau récapitulatif des pourcentages des dissanter-hélices respectées ou violées pour les
6 structures GpA simulées. Ces distances corregmbralix 12 contraintes NOE utilisées pour préde® |
modéles RMN (1AFO).

Les modeles représentatifs du domaine TM de I'béigrere HER2-HER3 sont ceux pour

lesquels on retrouve les motifs de dimeérisatioméelface.
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2°  PARTIE: ASSOCIATION HETERODIMERIQUE DES HELICES

TRANSMEMBRANAIRES DES RECEPTEURS HER : ETUDE PAR SIMULATION
DE DYNAMIQUE MOLECULAIRE EN L'ABSENCE DENVIRONNEME NT
MEMBRANAIRE.
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Introduction

Les 4 récepteurs ErbB sont soumis a un réseauettictions tres complexe. Des études
expérimentales montrent que les interactions réceptcepteur obéissent a une certaine
sélectivité qui définit une hiérarchie des intei@ts et également la compétition entre
récepteurs.

Le domaine TM des 4 récepteurs ErbB participe aurractions récepteur-récepteur et
pourrait étre un des moteurs de la hiérarchie désractions (Duneau et al. 2007). La
connaissance des modes d’interaction des hélicedd@Mdifférents hétérodimeres pourrait
aider a comprendre le réle de ce domaine dansélarchie des interactions des récepteurs
entiers. Cette étude est développée dans la psutiante et est présentée sous forme

d’article.
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Summary

ErbB receptors undergo complex interaction netwaekning hierarchical and competition
relationships. Dimerization motifs in the transmeam® domain of these receptors are
supposed to play a role in modulating the spetyfiand the selection of the partners during
signal transduction. We investigate structural n®deéErbB transmembrane heterodimers by
using MD conformational search method to give ihtginto the hierarchy of receptor
interactions and to clarify the role of dimerizatimotifs. We show that left-handed structures
of the TM heterodimers are preponderant over rigirtded structures. All heterotypic
heterodimers undergo two modes of associationrevibghe N-terminal motifs ovia the C-
terminal motif. The ErbB3 TM domain that impairsetilsecond dimerization motif can
associate with the other partners owing to thegmes of the C-terminal Gly residues. Some
discrepancies exist between the hierarchy of intemas defined experimentally and from our
theoretical models. Nevertheless the TM associaifdarbB2 with ErbB3 and with ErbB1 is
found favorable placing these heterodimers at thst fanks of the scale of affinity. A
molecular-switch model allowing the transition beem the two dimerization states may
apply to the heterodimers and could help interpgeteceptor competition for the formation
of homodimers and heterodimers.
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Introduction

The epidermal growth factor receptor (EGFR, ErbBdlpngs to a subclass of four receptors
including ErbB2 in human and Neu in rodents, Ert@®l ErbB4 (Ferguson et al. 2003;
Yarden and Sliwkowski 2001) The ErbB receptors gyre kinase (RTK) are involved in a
wide range of differentiation and growth eventseyhare involved in the progression of
carcinoma types (Citri and Yarden 2006; Salomoal.€1995; Yarden and Sliwkowski 2001).
ErbB receptors are transmembrane (TM) glycoprotéias have three different domains: a
variable extracellular ligand-binding domain at the&terminal with two cysteine-rich
sequences, a transmembrane spanning domain comrtectde intracellular domain that
contains a tyrosine kinase domain flanked by aeldwgdrophilic tail (Olayioye et al. 2000).
Ligand binding to the extracellular domain enhanttes dimerization of the receptors or
stabilizes existing but unstable dimers (Lemmoalefi997; Sako et al. 2000) and results in
the cross-phosphorylation of the dimerized recep{@Ilayioye et al. 2000; Schlessinger
2000). Pronounced differences in the mode of ligaimding have been revealed leading to
homo oligomers and hetero oligomers in various doatlons involved in signalization
across cell membrane (Linggi and Carpenter 2006yr&kaand Landgraf 2006). All possible
complexes between the receptors have been identiigifferent systems (Gullick 2001;
Olayioye et al. 2000; Schlessinger 2000).

Relevant protein-protein interactions are beginrimdpe understood and significant insights
into the molecular mechanisms of ErbB dimerizatiommes from the high-resolution
structures of soluble ectodomains (Bouyain et @52 Cho and Leahy 2002; Ferguson et al.
2003; Garrett et al. 2003; Garrett et al. 2002;s0@it al. 2002). Ectodomain contacts between
the two monomers occur but their spatial proximadpne is not sufficient for receptor
dimerization and efficient phosphorylation (Ferguset al. 2003; Mattoon et al. 2004).
Activation can be achieved without extracellulan@ans (Bargmann and Weinberg 1988; Di
Fiore et al. 1987) and dimers can form in the preser the absence of ligand (Moriki et al.
2001) suggesting that the basic ligand-induced deagon mechanism is more complex as
initially thought.

A series of findings indicate that regions otheartlthe ectodomain contribute significantly to
interactions. Contact regions exist as those irkthase domain through two lobes termed N
and C lobes (Zhang et al. 2006). The cytojuxtamamdregion (JM) of each ErbB receptor
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contains basic residues that are reported to infleelimerization (Aifa et al. 2005; Aifa et al.
2006). Dimerization may also involve direct consaoetween the helical TM structures of the
receptors. The potential implication of the TM doms illustrated by the Neu mutation in
the ErbB2 that provokes constitutive dimerizatiord &inase activation (Bargmann et al.
1986; Bargmann and Weinberg 1988, 1988). Closecagsm between these domains was
thought to be permitted by a dimerization motifgorally described by Sternberg and Gullick
(Sternberg and Gullick 1990). This motif is the @éxsequence (x is any residue), where Gly
can be replaced by a small residue (Ala, Ser oy awson et al. 2003; Dawson et al. 2002;
Eilers et al. 2002; Kleiger et al. 2002; Sened.€2@00).

All ErbB receptors have a single TM domain thatibis a conserved and very common
GxxxG-like motif at both the N-terminal and the @rhinal ends, except ErbB3 for which
this motif is present only at the N-terminus. Thegke of self-association of the ErbB TM
spans correlate with the presence of this motifr{tifela et al. 2002). It is suggested that the
Neu mutation (V659E) when introduced into ErbB2uocés a shift between two packing
modes which may represent active and inactive gardtions of the receptor (Fleishman et
al. 2002). In the case of the heterodimer ErbB1BR2rkihe two motifs could exert a separate
function in TM domain assembly, one for homo dirpation and the other for hetero
dimerization (Gerber et al. 2004). Helix-helix irgetions are weak in detergent micelles
(Stanley and Fleming 2005) but exist and requiabiBzing interactions by other parts of the
receptor. The association of the receptors conmes the sum of many interactions including
weak contacts distributed throughout all the domdmaddition, ligand binding also induces
a rearrangement of each receptor subunit owingeadtation of the TM domains (Bell et al.
2000; Moriki et al. 2001).

Receptor-receptor interactions display distinctestlity that defines hierarchical and
competitive relationships (Karunagaran et al. 1996gent and Gullick 1994). Biochemical
experiments undertaken on the four human ErbB tecefTzahar et al. 1997) revealed that
from the six possible heterotypic interactions witthe family, three shows relatively strong
inter receptor interactions. ErbB2 acts as a sapegyartner of the ligand-bound ErbB1,
ErbB3, ErbB4 and its major partner is the kinastecteve member of the family ErbB3.
Heterodimers between ErbB3 and ErbB4 are not ddikxt These results agree on many
aspects with the study undertaken by Riese eRaksé et al. 1995). A correlation between
the TM domain (HERy) and the whole receptor association preferencesbkan recently
demonstrated using FRET (Fluorescence Resonanag\Emeansfer) (Duneau et al. 2007).

HER?*rv was found the preferential partner of other remeptvith a marked preference for
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HER’rw and HERpy. The association of HER, with HERPry is less favorable. Other
heterodimers involving HERy are observed and HERyy species are detected.

Thus, the TM domain of the ErbB receptors is preskms a selector of the population of
dimer species, and is proposed to play a majorinoieodulating the affinity, specificity, and

selection of partners by receptors during sigraaigduction.

Even if the TM domain does not provide a drivingcito stabilize the receptor dimers it is
important to give light on how the TM domains asate in the context of heterodimer
formation. The details of the interactions betw#enTM domains and the knowledge of their
structure could help to understand the role ofjix¢éamembrane segment, at the junction of
the TM domain and the N-lobe of the kinase domaims lobe is believed to maintain a
certain flexibility allowing switch positions to &eate each receptor.

To address this question of inter receptor intévastat the level of the TM domain we have
analyzed the six possible heterotypic interactidBkbal search methods combined with
molecular dynamic (MD) simulations are used to tdgnpossible structures of the
heterodimers.

MD search protocol, recently described in (Samnan&ma et al. 2007) successfully predicts
the right-handed structure of the TM dimer of glyorin A (MacKenzie et al. 1997).
Models of the HER®r heterodimer have been presented showing thathigmded and left-
handed coiled colil structures conform to the presesf the dimerization motifs at the dimer
interface. The present study is extended to a#irbégpic interactions and clearly shows a net
preference for a left-handed structure of TM helatrs over a right-handed structure for all
heterodimers. We show that the most representdidemodels strongly correlate with the
presence of either one of the two dimerization faat the contacting interface. Existence of
two dimerization modes for the ErbB TM domains hjyesized to be involved in the
complex interactions network of the receptors scdssed in relation to experimental data. A
hierarchy of TM interactions is proposed and coregao the dimerization hierarchy of the
whole receptors and of the TM domains defined arpantally (Duneau et al. 2007; Tzahar
et al. 1996).

Methods

TM domain systems
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The six helical heterodimers within the ErbB famale studied. Heterodimers are referred to
as HER'tw (i, j = 1-4, i#j) in the following. Each monomer includes the 2Sidues of the
hydrophobic sequence of the TM domains of eachpteceErbB1: (Ullrich et al. 1984),
ErbB2:(Coussens et al. 1985; Yamamoto et al. 19B&)B3: (Kraus et al. 1989), ErbB4:
(Plowman et al. 1993). The sequences are giverainteTl. Each heterodimer comprises two
helices, each built with the amino terminus acégglaand the carboxyl terminus methyl-
aminated to mimic the peptide bond.
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Table 1

TM domain Sequence Residues
HER1 PSI ATGWGALLLLLWALG GLFM 644-668
HER2 LTSI VSAWG LLVWLGWEFG LI 651-675
HER3 LTVALTVI AGLWI FMMLGGTFLYW 642-666
HER4 PLI AAGVI GGLFI LVI VEGLTFAVYV 651-675

Table 1: Sequences of the TM domain of the four ErbB remsptHERy (Ullrich et al.
1984), HERy (Coussens et al. 1985; Yamamoto et al. 1986), HER<raus et al. 1989)
and HERy (Plowman et al. 1993). The regions correspondimghe putative GxxxG

dimerization motif in each TM domain are shadedyg@mxxxSm interactions sites are in

bold or underlined (see text).
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Computational search

The program CHARMM Version 26 (Brooks 1983) and #tlehydrogen PARAM22 force
field (MacKerell et al. 1998) were used in the prasstudy. All calculations were carried out
in vacuo and performed on a multi-processor platfarnux Beowulf cluster with dual 3.06
GHz Intel Xeon processors.

Conformational sampling and molecular dynamics qook are detailed in a previous paper
(Samna Soumana et al. 2007). The main steps dfliheearch are briefly summarized in the
following and in the flowchart in Figure 1.

Parallel dimers were first generated with two hedi¢H1 and H2) built with the standard
torsion angles. For a complete search over thebiwety rotational interaction space, helices
were rotated about their own axis by 10° stepsafcomplete rotation. A total of 1296 (36x
36) initial configurations are generated for eadtetodimer. The two helices were first
separated by a distance Dh between the helix atessponding to the minimum distance for
which they are in favorable interactions. This lidagned by combining energy minimization
and progressive approach of the two helices maiethin a parallel orientation. The 1296

initial configurations were submitted to this fistep before starting MD simulations.

MD simulations were performed at constant tempeeafd = 300K). Thermalization was
performed by increments of 50K by maintaining the helices close to the structure while
restricting a vertical shift of one helix relatiyeto the second helix. Backbone hydrogen
bonds ¢ Hbonds) and crossed distances restraints (see Rafdr definition) were applied
and the force constant was gradually reduced icdliese of the equilibration period.

The production period was continued for 3 ns withany restraint. Atomic coordinates and
energy terms were saved every picosecond (ps).l&dtenanosecond (ns) of the trajectory
served for averaging and analyses. First, the tyuaflithe 1296 structures calculated for each
type of dimer was evaluated by using geometrierilt The six geometric parameters used are
given in Table 2. A structure is retained whenestst 80% of the 250 configurations are
structurally correct (all the parameters are reguhc The remaining structures form three
families according to the crossing angle valuet{fi@ihded and right-handed structures and

dimers with parallel helices).cCRMSD clustering was applied to each family (RMSR A)
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defining clusters of similar structures. Energy mmization and MD refinement was
systematically applied to the average structurpsesentative of each cluster.

The structures are analyzed in terms of energyirtedface surface area (SA) and average
values are calculated over the last ns of thedi@ajg. In addition, the gas-phase contribution
to the binding free energdyG°,ingwas calculated (Zoete et al. 2008¥5°,nqiS an indicator of

the affinity of the two monomers.
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Table 2

Parameters L va (A) Adc (R)  AZyter AZcter(R) Q (°)
min max min max
HERmm 32.0 38.0 <35 <35 -65° +45°

Table 2: Parameters defining the dimer structure qual®anina Soumana et al. 2007). ik
the length of ax canonical helix (ks = 35.25A for a 25 residue helix).k is the distance
between the gatoms of the first residue ({Nter and the last residueq@ter. Adc:
difference between the crossed distanceg (@er-G,"?Cter and G"**Nter-G,"'Cter).
Crossed distance: distance between that@ms of the first residue,CNter of one helix (H1
or H2) and the gatoms of the last residue,tCter of the second helix (H2 or HAZ(Nter)

= | (Z(G™ Nter) - Z(GH? Nter) | : difference in Z positions of thg &toms of the first residue
of H1 and H2. Same definition faZ(Cter) but for the ¢ atoms of the last residue of H1 and
H2. Q (°) is the crossing angle calculated following thethod of Chothia (Chothia et al.
1981) included in CHARMM. Crossing angle values &@m Bowie (Bowie 1997) and

statistical analysis of membrane proteins.
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Figure 1

1296 starting structures

.

For each structure

}

MD simulations in vacuo:
Heating period: 18 ps (o HBs restraints, crossed distance restraints)
Equilibration period: 1 ns (600 ps same restraints gradually relaxed)
Production period: 3 ns, no restraint
v
Analysis :

Extraction of N = 250 configurations from the last ns of the trajectory
Structure selection based on geometric filters (structure quality)

v \4

If N = 200: structure retained If N < 200: structure rejected

l

Set of « good structures »: three structure families

} | |

Left-handed parallel helices Right-handed
Q> +10° -10° < Q < +10° Q<-10°

! ! |

Structure clustering (Ca RMSD < 2.0A)
Average structure calculation for each cluster

\ 4

MD refinement of all average structures

l

Analysis : last ns of the production

Figure 1: Flowchart giving an overview of the main steps loé search protocol and MD
simulations applied to the prediction of heterodizegion of the TM domain of the ErbB
receptor family. Details of the method are givemim previous work (Samna Soumana et al.
2007).
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Results

Global analysis of the HER! 1y models

From the 1296 sampled structures of each of thierdiit heterodimers, three families
representative of the right-handed, left-handedardllel dimers were obtained. The number
of the selected structures for the different famsilis given in Table 3. It is clearly shown a net
preference for dimers with helices in left-handedelactions. Very few right-handed
structures result from geometric filtering seleatiexcept for the two heterodimers HERy
and HER . Helices in parallel interactions (absolute vadfi¢he crossing angle lesser than
10°) are largely represented for the heterodimersnéd by HERpy, with HER’ry or
HER®y. After the last step including structure clustgremd MD refinement, the resulting
structures, named “good*” structures, representreeptage ranging from 5% to 13% of the

total structures.

The set of “good” structures is characterized by dhstribution of the crossing angles as
shown in Figure 2. Helix-helix angles are centesmdund 25°-35° for the left-handed
structures and for the few structures defining tigénded coiled coils the crossing angle is
between -30° and -10°. The two peaks aro#htl correspond to the large population of the
dimers with parallel helices found for the heterodis HER *ry, and HER .

An overview of dimer energy of all the selected Middels indicates that, in average, the TM
heterodimers HER? are the most stable. HERy and HER ™y models are less stable in
average than those formed by HiRand HERy but are more stable than the three others.
The HER-HER' TM association is the less favorable as revealedhl stability of the
dimers which is half that calculated for the TMikgdair HER™,

The magnitude of helix-helix interactions could dmnsidered as indicator for a preferential
partner. In average, interactions between the TMaios are in the same order of magnitude
for the whole set of MD models ranging from -84 lkc@l| for the strongest interactions to -
42 kcal/mol for the weakest interactions. For aER4y heterodimers the van der Waals
interactions are dominant and represent 70% or rabtke total energy calculated between
the two helices. Electrostatic interactions areatiegg and greatly vary depending on the
nature of the residues at the interface. Theseaictiens strongly modulate the association of

TM helix pairs.
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Another important parameter for evaluating thendtffi of the two monomers is the value of
the binding free energ&G°uing. INn average, if we consider all the MD selecteddais, the
three TM heterodimers, namely HERy, HER °ry andHER* 1y, are those of best affinity.
The three others, HERyy, HER™y and HER 1y occupy the three last ranks of the
interactions scale.

Contacting surface area between the two helicesnmd on the way the two helices interact.
For the whole set of correct structures definedttier 6 types of heterodimers, the contacting
surface area varies from 646 (ER* 1y and HER™y) and 685 & (HER**1y and HER

%m). Models of HER ™y and HER ™y exhibit, in average, a contacting surface of 655 A
and 669 A respectively.
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Table 3

HER., heterodimer ~ SUUCWre reet e pER4 HERMY HERY®  HER™

family
Nb of selected L 91 77 73 60 86 58
structures P 22 20 69 54 3 8
after step 1 R 14 2 31 2 1 2
% “good” structures 10 8 13 9 7 5
L 11 5 5 9 9 5
after step 2 P 2 1 3 1 0 0
R 1 1 0 1 1 1

Table 3: Summary of the simulations. Selected structures tfee different HERy

heterodimers after geometric filters (stepl) antérabtructure clustering and final MD
refinement (step 2). Three families of dimer modais found: left-handed coiled coil (L);
right-handed coiled coil (R) and dimers with paghlhelices (P). Percentage of “good”

structures is calculated over the 1296 initial ayunfations simulated for each heterodimer.
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Figure 2

40
HER2-4

5 30 |
Qo
g \,__HER1-3
c L
o 20
§ A \ HER2-3
2 10 f /

45 -3, -25 -15 -5 5 15 25 35 45

Crossing angle (9

Figure 2: Distribution of the crossing angl€3 (°) calculated for the HER, heterodimers
models resulting from geometric filters. Left-haddsructures are dominant wi€h ranging
between 20° and 35°. HERy and HER™, heterodimers are characterized by a large
number of parallel dimerQ =+ 5°. Very few right-handed structures are formetiveen the

TM domains.
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GxxxG-like motifs mediate HERyy association

The presence of SmxxxSm motifs (Sm is a small tesi@ly, Ala, Ser or Thr and x is any
residue) in all the TM domains of the receptorsivabés an analysis of their position at the
dimer interface. For that, we have undertaken tradyais of the residues implicated in short
contacts (@-Ca distance between the TM monometss A). This analysis uses all the
“good” structures obtained after the last selecsitap. The results are shown in Figure 3.
The plots clearly evidence that the residues withigh occurrence at the dimer interface are
the residues of the GxxxG motif or more largelysh@f the SmxxxSm motif. In the case of
HERYy, Ser645, Ala647, Thr648, Gly649 at the N-termiansl Ala661 and Gly665 at the
C-terminus are the most frequent at the dimer fiater For HERry, all the small residues,
particularly the polar residues Ser and Thr at fxerminus have a high frequency of
occurrence similarly to the Gly residues of thee@rtinus. The same features are observed for
HER*ry with a strong implication of Gly and Ala at thedrface. In the case of HER;, the
polar residues Thr643 and Thr647 included in thieiinal motifs are also often present at
dimer interfaces. Despite the fact that HRRis the only domain of the receptor family
without putative dimerization motif at the C-terrainside, the two Gly residues 660-661
localized at the same level than the second dimgoiz motif of the other HER, domains,
frequently occur in close proximity with the facihglices.

The predominance of the small residues of the TNhalos at helix-helix interface is
recognized as a main property of helices in meng@oteins (Adamian and Liang 2001;
Eilers et al. 2000; Gratkowski et al. 2001; Javadpet al. 1999; Walters and DeGrado 2006;
Zhou et al. 2001).

GxxxG-like motifs are mediators of helix-helix asmdion. The fact that we are able to

demonstrate that ErbB TM domain interactions areedrby such motifs makes reliable the

search of representative structural models of HEReterodimers.
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Figure 3
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Figure 3: Statistics on inter helix-helix distances

Number of times the residue Bf the monomer HERy (i=1- 4) is close to any residueg &

the second monomer HER (j=1-4, j# i): distance @ R¢- C4 R < 6 A. The analyses use the
structures of all the heterodimers HEfR (6 types) resulting from the final selection (see
Table 1). The number of residue pairs examined2® r HER, 238 for HER, 170 for
HER® and 187 for HER The GxxxG-like motif of the HER, sequences and the extended
motifs SmxxxSm are underlined. HEfR exhibits only one GxxxG motif at the N-terminal
side. The two Gly residues at a position similathat of the C-terminal motif found in all

others sequences are highlighted.
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Structures and characteristics of the heterodimers

All the HER?1y heterodimers models will not be detailed in théofeing. For sake of
clarity, only the structures having the best irgeri@ term of dimer stability or in term of
helix-helix interactions, with a net implication dhe N-terminal or the C-terminal
dimerization motif are given. In addition, the mtsddetailed below are those for which the
structure of the two helices is the closest to tbgular a structure. The energetic and
geometrical characteristics of these dimer modelsallected in Table 4.

Hydrogen bonds are not included in the data. HBslire essentially the Thr and Ser side

chains but their life time is generally very shantd do not contribute to dimer stabilization.
HER?ny and its partners

Among the 14 structures retained for the HER heterodimers, three structures are
presented. One is a right-handed structure withtwte helices crossed with a small angle.
This structure is the most stable with helix-hdliteractions mediated by the N-terminal
motif. The shortest residue-residue distance i®esi between the two facing Gly residues
660 and 652 of HERw and HERy respectively. Interactions between the two monomers
are the most favorable of all other models becafistrong electrostatic interactions (about
30% of the helix-helix interactions). It is to ndtet it is the only structure which exhibits a
strong interhelical HB between the carbonyl grofiflar648 on HERy and the side chain
of Ser656 on HERy. The second structure exhibits parallel helicetigint contacts all along
the dimer interface giving thus the largest comacsurface of all the selected models. The
polar residues Ser645 and Thr648 of HgRand Thr652 and Ser656 of HER pertaining

to the SmxxxSm motifs are in close proximities &g residues of the C-terminal motifs are
buried within the dimer interface. For this mod&k contribution of the C-terminal motif to
the association is slightly stronger than thathef N-terminus. The Phe residues, with their

side chain oriented towards the dimer interfaceciase the van der Waals interactions.

The left-handed structures constitute the main lfarof the HER 1 heterodimers. One
structure with helices crossed at 22° (the crosamgle is between 20° and 40° for the set of
left-handed structures) represents this family. Bt&bility of this heterodimer and the

magnitude of helix-helix interactions are very danito the two others. The shortest residue-

129



residue distances are observed at the C-termirtegéreity and, in average, the two motifs
contribute weakly to the association.

For these HER'ry MD models, the GxxxG-like motif, either at the &kmninus or at the C-
terminus exerts favorable but weak inter molecirteractions. Calculated energy values for
the “true” GxxxG motif do not exceed -5 kcal/moloM-motif interactions results from the
sum of dominant van de Waals interactions and weftgn of positive electrostatic
interactions. This is a general characteristic lo¢ tnergetic contributions of GxxxG

dimerization motifs for all the heterodimers.

The HER-HER® TM association leads to a number of “good” strtesurelatively low. MD
models have been presented in our previous papesrdy two of them (referred to as L1 and
L4) (Samna Soumana et al. 2007) are recalled keremost of the models the N-terminal
motif is a mediator of the interactions. Howeveeyveral models show that helix-helix
contacts can be formed through the C-terminal sitéés result is not expected owing to the
absence of dimerization motif at this extremity folER’ . As shown below, all
heterodimers formed with HER, show the presence of the residues Gly660 and Glg66
the dimer interface.

One of the models presented exhibits the bestligyakiith an energy value equal -175
kcal/mol in average. The two residues of the N-teain motif, Ala657 and Thr647
respectively on HERy and HERpy, are in a close approach. Helix-helix interactiand the
binding free energy are the lowest of all the MDdmls. The other left-handed model is
slightly less stable and shows short Gly-Gly irtetical distance at the C-terminus. Helix-
helix interactions are much less favorable thantlier previous structure. These two models
are much more stable that the HER, heterodimers and this is observed for most of the
other selected models (data not shown). Figure ptesents these two structures and
highlights the dimer interface. It is to note tha two modes of association reveal a different

orientation of the helices. This will be discussethe following.

HER*1v appears as very bad partner of HgRas stated by the stability of the heterodimers
and inter helical interactions that are slightlwér than those calculated for the other types of
heterodimers. HERy is the only TM span without polar residues at lihéerminus leading

to low electrostatic interactions between the eslicHelix-helix association is essentially

governed by the van der Waals interactions for hieierodimer. Much of the models exhibit
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helices far from a regular helix (limit of the geeimc criteria). Helix distortions are probably
induced by the presence of bulky side chains (Flgg, which are aligned along the same
helix face composed of small residues.

Two structures relatively different corresponding the HER-HER* TM association are
detailed. One is a left-handed structure for whtad crossing angle is the greatest (40°) and
helix-helix contacts are the shortest. The secondeahis constituted by two parallel helices
in weak interactions. The two Gly residues 668 &r# on HERry and Gly668 on HERy,
favor tight contacts at the C-terminal side. Fas fiarallel association, the bulky residues Phe
and Tyr are oriented out of the interface and ebstatic interactions are null. For these two
models, the distance between the two helix axesfiast compared to the other types of the

heterodimers.
In conclusion, HERy associates very favorably with HER and HERy forming stable

dimers. The heterodimers formed with I—ﬂq‘:,ﬁzare much less stable. Helix-helix interactions
are not correlated to the stability of the dimet éme correlated to the binding free energy.
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Figure 4

Figure 4: HER >y heterodimer. The two structures described in Tdbége superimposed
(Ca atoms of the backbone). Small residues includihg &a, Ser and Thr are represented
by their vdW surface. The association mediatechieyN-terminal motif shows the contacting
surface between the residues of HER(pink) and the residues of HE (red). For this
association Gly of the C-terminal motif of HER and at the C-terminal side of HER are
out of the interface. When helices associtethe C terminus, Gly residues are oriented
within the interface (HERw: light blue, HERry: blue) and the small residues of the N-

terminus are out of the interface.
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HER®ny and its partners

The TM domain of the ErbB3 receptor associates riblg with the other domains of the
family. In terms of dimer stability, it is HER, which associates the most favorably followed
by HERrw and then by HERy. The structures the most representative of thecation
with HER’ry are left-handed coiled coils. When helix-helixasation is mediated by the N-
terminal motif, Thr647 is the most frequently invetl at the dimer interface. At the C-
terminal side, Gly660 or Gly661 are often involviacthe interactions with the second helix
although they are not included in a dimerizatiortim@his is shown in Figure 5. These two
Gly residues are followed by a Thr residue the sit@in of which participates, but rarely, to
HB'’s interactions with residues of the oppositedhdtor the three heterodimers formed with
HER®y, helix-helix interactions are generally the stresigwhen residues of the N-terminal
motif are in a close approach. In the case of HHRR® TM association, electrostatic
interactions can be relatively strong comparedhto an der Waals interactions (ratio 1:2).
This is also observed for HER and HER ™y heterodimers owing to the presence of
residue Thr647 at the interface.

The shortest G-Ca distances within the interface are comprised betwe3 and 4.8 A while
for all other models the closest residues areaibst separated by a distance of 5.5 A. All
the heterodimer models have their helices at aamiist around 8.2 A in average which is
slightly shorter than found for left-handed coilzls in membrane proteins.

Very negative values calculated for the binding fe@ergy are correlated to strong helix-helix
interactions. More the contacting surface is largere stable is the dimer due to strong van
der Waals interactions. Such a correlation betwstesng association and large contacting
area is better evidenced for the left-handed strast Obviously the magnitude of the

interface area depends on the orientation of tleh®lices relatively to each other.
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Figure 5

Figure 5: Gly residues at the dimer interface of the hetieneds formed with HERy. a)
HER*>ry heterodimer. b) HER'1y heterodimer. The Gly residues are representechbyder
Waals surfaces. Gly on HER, are in red, Gly on HERy and HER™ are colored yellow.

Views of the helices from the N-terminus (top).

134



HER"nv and its partners

The behavior of two partners of HE&fR has been described previously showing that the
association with HERy is very favorable while that with HER, is not. In the case of the
association with HERy the heterodimers exhibit intermediate stabilitheTiwo structures
described in Table 4 are left-handed coiled coilk Welices almost regular. Helices are not
vertically shifted and in both models the small Aled Gly residues of either the N-terminal
motif or the C-terminal motif are in contact at iheerface. As noted before, the particularity
of the TM domain HERis the absence of polar residues at the N-ternsita that may
explain weak helix-helix interactions at the legéthe dimerization motif.

135



TABLE 4

N E Einter Motif
HER- TM  Motif Q  Duivj  Degicaj Rui-Ry SA dirﬁ:—:‘r Biner ~ AG®bing N ter Cer
N ter -12 8.4 4.3 G660-G652 632 -140 -66 -152 -5 -2
HER?! N ter 0 8.6 4.2 T652-S645 741 -134 -76 -151 -1.2 -3
Cter 22 8.1 4.7 G672-F667 721 -128 -69 -144 -1 -2
HER
partners *HERZ4 N ter 40 6.8 4.1 A657-G659 627 -94 -57 -149 -0.8 A4-7
C-ter -10 55 4.7 V665-V665 595 -81 -43 -136 -0.7 .6-2
HERZ® N ter 24 8.1 4.4 AB57-T647 687 -175 -65 -161 4.1 4.1-
C ter 13 8.7 4.8 G668-G660 590 -168 -42 -140 -1.7 7 -1
HERLS N ter 23 8.1 4.7 M650-T647 709 -198 -69 -185 -7.1 -7.1
HER? Cter 21 8.2 4.8 L666-G661 672 -207 -62 -178 -3.8 -3.8
™
partners
MHER® N ter 27 7.8 4.8 T647-G656 734 -151 -72 -180 -4.6 -4.6
Cter 23 8.2 4.3 G660-G668 673 -138 -45 -139 -1.4 -1.4
HER':, wprie  Nter 21 91 53 ABAT-AGSS 641 108 -46 41 15 L9
partners Cter 28 7.8 4.2 G665-A672 603 -102 -42 -129 -2.5 -4.9

Table 4: Characteristics of the HERy heterodimers models.

All the selected structures are not detailed. @Gmiyexample of associatioma the N-terminal
motif and the C-terminal motif is given for thefeifent heterodimers (see text). Right-handed
structures are characterized by a negative valubeotrossing angle). A positive value
characterizes a left-handed structure. Helix-hahgle is between -10° and +10° for parallel
dimers. Crossing angl@ (°) is calculated following a method by Chothiah@hia et al.
1981) included in CHARMM. R.; (A): inter-helical distance between the two hedicBeq;-

coj (A): minimum distance betweenaCatoms of opposed residues#Ry;. SA (R
contacting surface area at the dimer interface.t®te energy of the dimer (fzdimer) is the
sum of the intramolecular energy of the two heliaed helix-helix interactions;fr. AG°ping

is mean value of the binding free energy in thegaase (see text for definition),& motif

is calculated between the dimerization motif Gxx¢g8e Figure 1) for the N-terminal motif
and the C-terminal motif). Energy terms are in koal. (*): heterodimers formed with
HER" v

136



Discussion

Receptor-receptor interactions in the ErbB familgpthy distinct selectivity defining
hierarchy and competition relationships (Prigenaletl992; Riese et al. 1995; Tzahar et al.
1996). Until recently, activation of the ErbB retams was attributed to ligand-induced
dimerization of the extracellular domains of thecegtor, but numerous data tend to
demonstrate that receptors can associate prioigéamd binding. Other dimerization sites,
distinct from extracellular sites can mediate hoamal heterodimerization. Specifically, the
two GxxxG consensus motifs in the TM span thatable to induce intrinsic dimerization
(Mendrola et al. 2002) may explain the hierarchg tompetition and directionality of
receptor-receptor contacts. The power of heterodbagon of the TM spans has been
recently studied by fluorescence resonance eneaggfer (FRET) (Duneau et al. 2007) and it
was shown that the ability of the TM helix pairsfoom dimers varies from non interactive
pairs to strong dimerization. A hierarchy of TMéractions exists and HER; was shown as
the TM span having the largest tendency to heteredze with HERp, and HERpy.
However, a direct implication of the dimerizatiomtifs within the different heterodimers has
not been reported. These experiments need to belepranted by structural bases and, for
this purpose, we investigated structural modelSMfdomain of ErbB heterodimers by using
conformational search method combined to MD sinutet (Samna Soumana et al. 2007).
Our aim is to give insight into the hierarchy ofeiractions of these domains with the hope to

evidence the role of the consensus motifs in teeaation.
Hierarchy of interactions

Surprisingly and contrarily to what is observednirdRET measurements we find that
HER®;y exhibits the largest tendency to associate wightlinee other partners. HER is the
only domain with impaired C-terminal motif but thest representative heterodimer models
including this domain show that the two Gly resisluecalized at the C-terminal side can
serve to mediate interactions. HERy heterodimers are more stable than HE&R
heterodimers. The association of HER with HER'ry is a little less favorable and the
stability of the heterodimers is of the same omfemagnitude than those formed by HER
and HERmy. HER" v and HER™, are the less stable heterodimers indicating a low

affinity of the monomers which is in agreement WiRET experiments (Duneau et al. 2007).
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The most striking finding concerns HEf\. Theoretical results show that the stability of
this heterodimer is approximately that calculated HER %r,. Experimental studies place
HER*“y at the last rank in the hierarchy of TM interanovhile HER %y is at the first
rank owing to the highest affinity.

Strong interactions calculated between BRand HERyy can be explained by the strong
hydrogen bonds between the N-terminal residuesespécially those involving Thr643 of
HER®y that increase significantly the inter helical aigtions (data not shown). It is to note
that this heterodimer counts the greatest numberaroimatic residues. For the two
representative models the Phe and Tyr rings aokediaat the C-termination and inter helical
hydrogen bonds involving one hydroxyl group of Tgsidues and a carbonyl group of the
opposed helix are sparsely formed. These interstido not contribute significantly to
stabilize the dimer.

Studies undertaken on the whole receptors indibaiteinter ErbB receptor cross talks obey to
a hierarchy almost similar to that observed for Tt domains. This is shown in Table 5
along with the hierarchy of interactions deducedrfrour theoretical study.

According to Tzahar (Tzahar et al. 1996) ErbB2 petae interacts with the other three
proteins with the most potent interaction with EBoBhich is a kinase defective member of
the family. The superior ability for ErbB2 to forsimers with ErbB1 and ErbB3 is also
described for the TM domains. HeterodimerizationEobB3 and ErbB4 receptors was not
detected using affinity labeling and coimmuno ppéation experiments (Tzahar et al. 1996)
but interactions exist as demonstrated by Riese @ndRiese et al. 1995). Apparent
discrepancies are explained by the differences libBEexpression levels and cellular
environments. Otherwise, simulations studies uaimtptailed kinetic model applied to ErbB
receptor dimerization show that ErbB3-ErbB2 hetemais are more abundant than ErbB2-
ErbB1 heterodimers themselves more abundant these ttormed by ErbB1 and ErbB3, this
when receptors are subjected to ligand stimulat@hankaran et al. 2006). The
heterodimerization of the ErbB4 receptor was nporeed in this study.

Some discrepancies exist between experimental @atthe whole receptors and the TM
domains on one hand and between experimental agatetical data in the other hand.
Obviously, the comparison is difficult. Experimeits the whole receptors take into account
the environment of the cell and the presence adratéiceptors and their ligands. Experiments
on the TM domains, as evidence, ignore the effetthe extra and intracellular domains. In

addition, these experiments use synthesized peptabamtaining minor changes in the
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sequence in order to enhance FRET signals ancgeoestituted in micelles. Theoretical data
reflect exclusively the intrinsic properties of tagact sequence of TM domains without any
environmental constraint.

Moreover, the scale of affinity of the TM spansidefl from modeling study depends on the
choice of the energetic parameter. One parameterbeathe stability of the heterodimers
giving a global view of the association includingtlo inter molecular and intra molecular
interactions which include the effects the deforititgbof the helices needed for optimal
association. A second parameter can be solely gnitude of helix-helix interactions that
highlight the affinity of the two monomers and fingportance of the recognition motifs. In
both cases it is shown that HER is the TM domain which associates the most favgrab
with the other partners (Table 5). The affinity WER?ry with HER'1y is close to that of
HER®ry with HERw. HER %y and HER ™y are the heterodimers of lower affinity as

observed experimentally.
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Table 5

Affinity scale Rank 1 > 2 > 3 > 4 > 5 > 6

Who"?ffcemor ErbB2-3 ERbB2-1 ErbB2-4 ErbB1-3 ErbBl-4 ERbB3-4?
Experiments

TM domain ) HER?! HER® HER"®  HER™*  HER™ HER™
Who'e(.r)eceptor Kinetic model  ErbB2-3 ERbB2-1  ErbB1-3 _ ~
: *) HER™? HER?? HER*  HER'  HER™ HER*

TM domain
(this work) 8) HER! HER®  HER™* HER® HER®  HER™

Table 5 Hierarchy of interactions of the ErbB receptoedimed form experiments for the
whole ErbB receptors®} (Tzahar et al. 1996) and for the TM domaifs (Duneau et al.
2007). Data from Shankaraf) (Shankaran et al. 2006) are obtained from a kimabdel
only for the three receptors ErbB1, 2, 3. The thgcal hierarchy is defined from the best
representative structures given in Table 4 usirg sbale of dimer stability (*) and the
magnitude of helix-helix interactions (8).
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The recognition motifs

The main finding of this study is that the Smxxx8matifs are recognition patterns of the TM
domain of the ErbB family. For all the heterodimer#! helix pairs form stable structures
when the small residues, namely Gly, Ala, Ser, ahe,dominant at the dimer interface. This
is a characteristic of the packing of helices obsgrin membrane proteins (Adamian and
Liang 2001; Javadpour et al. 1999).

The associationia the N-terminus generally leads to the more statdée of the dimer and
helix-helix interactions are the strongest in clatien with the best affinity of the monomers.
In the case of the HERy heterodimer the two modes of association eitherutjh the N-
terminus or the C-terminus are very similar in teomdimer stability and affinity of the
monomers.

According to experimental studies, these two motifay have a different role in the
dimerization process. Mendrola and collaboratorgr{tola et al. 2002) demonstrated from
TOXCAT measurements that the TM domains of the Bafgptors self-associate strongly in
the absence of the extracellular domain. For ErNBR/it was hypothesized that one of the
two motifs of the TM domain could promote the fotmoa of an active conformation.
Computational studies have shown that this TM danmmaay undergo dimerizatiora either
one of the two motifs (Fleishman et al. 2002). Sigipg a right-handed structure for the two
dimerization states, a molecular-switch model Far activation of the receptor was proposed.
Movements of sliding and of rotation of each monomigh respect to the other would allow,
theoretically, switching between the two dimeriaatmodes that would correspond to active
and inactive states.

This molecular-switch model could be applied to BBl and ErbB2 receptors. Indeed,
recent biological studies have shown that the Wteal motif of the TM domains of these
receptors does not play a uniform role in dimermaprocess (Gerber et al. 2004). While the
N-terminal motif of the TM domain of ErbB2 appeaosbe involved in homodimerization
that of ErbB1 seems to be insufficient for the fatibn of homodimers. It is suggested that
the two distinct recognition motifs of the TM domadf ErbB1 are specific for different
interaction, the N-terminal motif being necessamyteterodimerization with the TM domain
of ErbB2 whereas the C-terminal motif is neededHfomodimerization. These two distinct
functions could be achieved through a mechanismlaino the molecular-switch model

proposed for self-association of HER.
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The present study shows that the two dimerizationles exist for all the TM heterodimers
even for those formed with HER, that impairs the second recognition motif. Althbugft-
handed structures are found preponderant over-higiied structures for all types of
association, one may hypothesized that this maeawitch model may apply to all the TM
domains of ErbB heterodimers. This has been alremutygested by Fleishman et al
(Fleishman et al. 2002).

The Figure 4 which shows the dimer interface fer ivo modes of association of the HER
.w heterodimer illustrates this hypothesis. When thve segments associatéa the N-
terminus, the small residues Ser653, Ala657, GIy66MHER, and Thr647 and Ala650 on
HER’rv are completely or partially buried within the irfece while the Gly residues of the
second motif on HERy, and one of the two Gly residues on Heirare fully accessible. On
the contrary, when the two TM spans assocraahe C-terminus, the four Gly residues, 668
and 672 on HERy and 660 and 661 on HER,, are completely buried (accessible surface
null) while all the small residues of the N-termsnare fully accessible except Ala645 on
HER® .

The same observation can be made for the HgR heterodimers. Ser653, Ser656, and
Gly660 on HERry and Thr648 and Gly652 on HE, are hidden at the interface in the case
of the N-terminal association while Gly and Alatbé GxxxG motif at the C-terminus of the
two monomers are fully exposed. These same Glyluesi (672 on HERy and 665 on
HER'Ty) are oriented towards the interface and totalc@essible while almost all the smalll
residues at the N-terminus are fully accessiblenmine association is mediateth the C-
terminus. Similar characteristics are observedttier HER *ryy and HER™ 1y heterodimer
models. Such correlation between accessible residiutne C-terminus and buried residues at
the N-terminus, and reciprocally, is less pronodnta HER ™, and HER>py but this

remark could be a consequence of helix deformasees in the models.

Thus, the present study shows that the two dimsizanodes are associated to different
orientations of the helices. The fact that when owdif is within the dimer interface while
the other is oriented outside and become acceskiblether interactions appears to be a
common characteristics of the HgRheterodimers. This result allows suggesting thasé
two modes of interactions could serve to the Erib&&ptor to exert the function of lateral
mediator as hypothesized from experiments (Shankatral. 2006).

Further analyses of the MD models in membrane enmient could help to understand such

mechanisms.
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Conclusion

Dimerization of the ErbB receptor family is govednley complex interactions that involve
multiple parts of the receptor. Interactions betw#ee extracellular domains of the receptors
are not sufficient to stabilize dimers and addiomteractions in the TM spans may aid in
their stabilization.

The present study allows a better understandinghefnature of the interactions within
heterodimers. The prediction of TM heterodimeri@atmodels leads to the description of the
different modes of association and to an expldagntification of interfaces. The two modes of
association mediated either by one of the two diragon motifs of the TM domain may play
a role in competition processes between the recepto

MD models for TM heterodimerization add to the wstnding of the complex interaction
network of the ErbB receptors and can serve tagdasew experiments.
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Conclusion

La prédiction des modéles des hétérodimeéres tranbnamaires montre I'importance des
motifs dimérisants de type GxxxG. Les motifs N-terah et C-terminal présents dans la
séquence du domaine TM sont capables de médisoteion de tous les domaines. Les
deux modes d’association entrainent des orientatilififerentes des hélices. Lorsqu’un motif
est présent a l'interface du dimere, I'autre mesf orienté vers I'extérieur de l'interface et
devient donc accessible pour d’autres interactions.

La visualisation des structures des modéles deérdudneres illustre la difféerence des
interfaces figure 4.1). La différence d’orientation des hélices est hilistrée dans le cas des
hétérodiméres HER v, HER *m, HER 1y et HER . Elle semble moins marquée pour
les hétérodimeéres HERny et HER .

Les études expérimentales de Duneau et collabosaseiggerent fortement que la hiérarchie
des interactions des domaines TM est corrélée la dek récepteurs entiers. Il existe une
compétition entre les différents récepteurs. Le @iom TM des récepteurs ErbB pourrait

participer a ces processus de compétition par e de diverses combinaisons possibles de

leur mode d’association en N-terminal et C-terminal

Par ailleurs, le récepteur ErbB2 est supposé étrenédiateur latéral des interactions entre
récepteurs (Shankaran et al. 2006). Nos modeleslésnpourraient étre exploités dans ce
sens pour montrer quel est le role de ce domaine davis les processus latéraux
d’interactions et dans la compétition entre lesédénts récepteurs. Le milieu membranaire

peut jouer un réle modulateur dans ces processus.

bY

J'ai commencé a aborder cet aspect du milieu membe en étudiant l'insertion des
différents monomeres dans une bicouche de PORirtdmportement structural. L'étape la
plus importante est celle des hétérodimeres avac gectif une meilleure caractérisation

des modes d’association N et C-terminaux.

Il est bien évident que ces études dans le miliembmanaire ne permettront pas de répondre
complétement a la question du réle du domaine THirdeepteurs ErbB dans les processus
latéraux des interactions et de I'échelle hiéraygti des interactions mais elles pourront

susciter de nouvelles expériences.
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La hiérarchie d'interactions des domaines TM degpteurs HER est loin d’étre établie de
facon définitive. Des études supplémentaires ssidoenaines TM sont donc nécessaires pour
la compréhension du mode d’association des héliaesmembranaires.
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CONCLUSION GENERALE

Les études de simulations numériques de dynamiqakécuataire sur les domaines
transmembranaires (TM) des récepteurs a activitésipe kinase de la famille de 'EGFR ont
permis d’accéder a des informations structurales l&association hétérodimérique de ces

récepteurs.

La premiere partie de ce travail a consisté a lsenau point d’'une méthode théorique de
recherche conformationnelle pour explorer les aggeans des domaines TM. Cette stratégie
a éteé divisée en trois phases. La premiére phasmaisté en la construction des dimeres des
domaines TM en balayant I'ensemble des interfagagritjues. La deuxieme étape combinait
des techniques de mécanique et de dynamique nailésuléalisées in vacuo ce qui fait
I'originalité de la méthode par rapport aux étudastérieures. Cette phase est suivie d’'une
étape de sélection des structures, basée uniquesoendes criteres géomeétriques déduits
d’analyses statistiques sur les protéines membrasaide structure tri-dimensionnelle
connue.

Pour étre validée, cette méthode a été tout d’alamoliquée a I’'homodimere du domaine TM
de la glycophorine A (GpA) dont la structure trivdinsionnelle a été résolue par RMN
(MacKenzie et al. 1997). Nos simulations ont perd@sproposer un nombre tres restreint
(six) de modeles théoriques d’association des élidVl parmi lesquelles une structure est en
trés bon accord avec les données expérimentaleRMSD sur les atomesaGst de 1.5 A
entre cette structure et la structure RMN. De p&8% des contraintes RMN sont respectées

pour la structure simulée.

Cette validation de la méthode de prédiction a permle poursuivre les études des
hétérodimeres du domaine TM des récepteurs dentdléaErbB. Nos études montrent une
nette préférence pour I'association gauche deschsgliTM des récepteurs ErbB, et cela quel
gue soit I'hétérodimere considéré. De plus, l'asatien de ces domaines implique
principalement des petits résidus de type Gly, Sar et Thr. La plupart de ces résidus

composent des motifs de dimérisation du type Gxxx@us largement du type SmxxxSm.

Les résultats obtenus nécessiteraient d’étre opémipour choisir de maniere plus
catégorique lequel de ces modéles est préferamelht formé. Toutefois, on peut également

supposer qu’il existe un équilibre entre les déféis modeéles proposés. Afin d’affiner encore
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plus les modéles, d’autres études théoriques dalaiimns de dynamique moléculaire sont
envisagees. Il s’agit par exemple d’étudier daneowronnement membranaire constitué de
molécules de POPC, le domaine TM des différentsoméres ErbB et les modéles des
hétérodimeres sélectionnés. Les simulations desoméres ErbB dans ce modéle de
membrane sont déja effectuées. Celles des hétéminviennent de démarrer. Ces études
devraient permettre d’'une part de comprendre le endthsertion des hélices ErbB dans un
environnement membranaire et aussi de rendre codeteffet de cet environnement sur les
domaines TM des récepteurs ErbB et leur associattas études devraient aussi permettre
d’affiner la hiérarchie d’interactions des domaingd/. Il est envisagé de poursuivre les
études pour tenter de déterminer les énergiesdildimteractions. Ainsi, les résultats obtenus
pourront étre comparés aux données expérimentales.

Toutefois, pour définir un modele préférentiel dasiation ou pour caractériser un équilibre
entre plusieurs modes d’association, des étude®rempntales supplémentaires seront
nécessaires. Ces études pourraient étre effectsesles mutations au sein du domaine
transmembranaire par exemple au niveau des petgglus (au niveau d’'un des motifs de
dimérisation) qui occupent l'interface des dimegesiches sélectionnés afin de bloquer cette
association. Si I'activité de ces récepteurs elitiée in vitro et/ou in vivo, alors, on pourrait
conclure gque I'association gauche des hélices despteurs ErbB est la plus favorable. De
plus, le motif de dimérisation le plus impliqué pait étre identifié.

On pourrait aussi envisager dappliquer cette méode prédiction de modéles aux
protéines membranaires formées de plus de deugelséliM. L'avantage de cette procédure
est de ne pas faire appel a des contraintes d'ardge croisement et/ou de symétrie

contrairement aux méthodes classsiques de prédidiostructures.

La complexité des interactions entre les réceptéirtsB et de leur mécanisme d’action est
loin d’étre complétement élucidée. Beaucoup d'éepiigans le monde déploient des efforts

importants pour comprendre le fonctionnement deeageachinerie.

Les travaux effectués au cours de cette these septént une part infime dans la réflexion
globale des mécanismes impligués dans la foncties récepteurs ErbB. Mais on peut
espérer que les avancées des techniques expériesenta théoriques permettront de
caractériser les structures des récepteurs entietsleur association afin d’aider au

développement de nouveaux agents thérapeutiqué® ¢es cancers.
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ANNEXE 1 : ROLE DES RECEPTEURS ErbB DANS LES PROCESSUS
CANCEREUX
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Introduction

Les mutations et les dysfonctionnements de genédantopour des RTK entrainent de
nombreux changements dans leurs structures et leurstions ce qui contribuent a
'apparition de diverses pathologies telles quepseriasis, I'athérosclérose, ainsi que de
nombreux cancers comme des cancers du poumon,lon, ¢y sein, etc. (Levitzki 1999;
Robertson et al. 2000).

L’auto-suffisance en terme de signaux de croissdiinsensibilité aux signaux d’inhibition
de croissance, la perte d’apoptose, le potentiaiégécation sans limite, I'induction d’'une
angiogenese soutenue et l'invasion cellulaire ®inhétastases sont les principaux points qui

caractérisent le cancer (Hanahan and Weinberg 2000)

Les RTK et leurs voies de signalisation sont imypdisjdans au moins quatre de ces points. En
effet, des mutations activatrices et/ou la suresgpom des RTK et de leurs ligands peuvent
conduire a un déréglement de la croissance celul2e plus, on peut citer en exemple le
récepteur de I'lGF1 qui est un élément clé de lahimerie contrdlant la mort cellulaire
(Furstenberger and Senn 2002) ou les récepteuxE@F, du PDGF et du FGF, impliqués
dans la signalisation initiant 'angiogenése ([@istt al. 2003; Folkman 2002). Des mutations
au sein de la tyrosine kinase Met qui est un réeph haute affinité pour 'HGF/SF
(Hepatocyte Growth Factor/scatter Facjant été observées dans des carcinomes papillaires
rénaux humains. Jeffers et collaborateurs (Je#ferd. 1998) ont montré que ces mutations
entrainaient un déréglement de I'activité enzymegtide Met. De plus des cellules NIH 3T3
exprimant la protéine Met activée par mutation devent transformantegn vitro et
tumorigénesin vivo. lls ont également montré que ce mutant Met indieé métastases
expérimentalef vivo.

Chacun de ces points constituent une cible pounongelle génération de molécules a visée
thérapeutique, ce qui positionnerait les RTK aamgrprivilégié parmi les cibles potentielles
pour lutter contre des pathologies liées a ces atiesn

En effet, en 2002, Cohen affirmait que les proteikiaases seraient au cours du 21eme siécle
les principales cibles de traitements dirigés @nré& cancer mais aussi contre d’autres
pathologies (Cohen 2002).

Il y a une vingtaine d’années deéja, Bishop et VarfWarmus and Bishop 1986) montraient

gue les génes de rétrovirus animaux induisantrieeracomme v-src correspondent en fait a
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des genes de I'héte ayant été mutés et recombmngs ld génome viral. Cela a soulevé le
probléme suivant : est-ce que l'oncogéne en tam qoncept présente un lien avec
I'apparition de cancers humains?. Ce premier ltabléentre le produit d’'un gene humain qui
régule la prolifération cellulaire normale et urcogéne viral suggérait que le développement
de cancers humains pourrait impliquer des anomaliesiiveau de I'expression et de la
structure de genes endogéenes ayant des réles angodans la régulation de la prolifération
cellulaire. Le clonage et I'analyse de séquencem d8DNc codant pour une protéine de
surface cellulaire qu’est 'TEGFR humain, a appam& réponse partielle a cette question en
révélant un lien trés proche entre ce réceptelioetogene ErbB (Downward et al. 1984;
Ullrich et al. 1984). Ces résultats furent d’autphis intéressants que le clonage a été réalisé
a partir d'une lignée cellulaire humaine appelée3RAbbtenue a partir d'un sarcome de
I'épiderme humain. La recherche d’aberrations ggnés similaires dans des tissus tumoraux
en utilisant des sondes d’ADNc de 'EGFR et de pooche parent ErbB2/HER2/Neu a
permis de révéler que le géne codant pour le réaeptER2/Neu est 100 fois amplifié dans
des cellules tumorales, et ce chez 30% des paiatiteintes de cancers invasifs du sein. Une
corrélation clinique a dailleurs été établie enttramplification du géne codant pour
HER2/Neu, la surexpression de ces récepteurs tuxnde survie et de rémissions largement
diminué par rapport a des patientes atteintes deecs qui présentent une quantité normale
de ces récepteurs (Slamon et al. 1989). C’est poutg famille d’'oncogénes ErbB/HER est
une cible prometteuse pour de nouvelles moléculesé&e anticancéreuse, et elle a été la
premiere pour le développement de médicaments oantigenes. L'importance de la
découverte de nouvelles cibles dans le traitemeicdcer semble évidente.

En effet, ces récepteurs peuvent étre inactivéansqar des molécules solubles dans I'eau
comme des anticorps ou des antagonistes de lisss@nt par des substances perméables a la

cellule comme des inhibiteurs de kinase.

Je traiterai dans un premier temps de l'altératies génes ErbB avant de voir dans une
seconde partie le lien entre les découvertes emaiss sur les fonctions de ces récepteurs
ErbB et leurs ligands et leurs dysfonctionnemeamtssccertains cancers chez 'homme. Dans
une troisiéme partie, nous verrons le développerdentouveaux meédicaments ciblant ces

récepteurs.
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Il Altération des genes ErbB

Plusieurs altérations génétiques des récepteul® &bt constatées dans les cancers humains
(tableau A.1.D) (Normanno et al. 2006).

La surexpression du géne de ErbBl a été trouvée mlasieurs tumeurs et cela est souvent
associé a une surexpression de la protéine ErbBtn&hno et al. 2003; Normanno et al.
2003; Salomon et al. 1995). Des mutations de 'EGERproduisent fréiquemment dans un
certain nombre de cancers comme des gliomes, aegrsadu poumon n’étant pas a petites
cellules (NSCLC), des cancers de la prostate etodages (Garcia de Palazzo et al. 1993;
Normanno et al. 2006; Pedersen et al. 2001; ScHhveatier et al. 1995). Il a été constaté une
amplification du géne ErbBl dans environ 37% a 5886 glioblastomes multiformes
(Wikstrand et al. 1998). Toutefois cette amplifioatest combinée a des mutations (délétion,
duplication en tandem) du géne ErbB1 pouvant émortantes pour le pouvoir transformant
de ce récepteur (Frederick et al. 2000).

Certaines de ces mutations sont associées a unééade ErbBl indépendante du ligand
(Kuan et al. 2001). La mutation la plus commundaemieux décrite de 'EGFR est la
mutation de type Il correspondant a une supprassione partie du domaine extracellulaire
par délétion des exons 2-faljleau A.1.]). Celle-ci aboutit & une activation constitutive d
récepteur mutant appelé EGFRvIII (ou d801 EGFR2<eEGFR) qui n'est pas endocyté
(régulation en retour) et qui a un fort pouvoirngtormant (Huang et al. 1997). Selon
Shinojima et collaborateurs (Shinojima et al. 2008présence de cette forme de mutation est
un indicateur d’'un pronostique tres réservé chez pgatients atteints de glioblastomes
multiformes. Différents groupes ont étudié I'auimdrisation de 'EGFRUVIII et bien que des
résultats opposés existent, des données récerdepient que l'auto dimérisation de ce
récepteur est comparable a la dimérisation de IR@¥euite par la fixation du ligand (Chu et
al. 1997; Fernandes et al. 2001). Ce mutant equé@ment exprimé dans divers types de
tumeurs incluant des tumeurs gliales, du sein,odesres et des NSCLC (Moscatello et al.
1998). De plus, il semblerait que les anticorpsi-B@FR dirigés contre les épitopes
extracellulaires des récepteurs mutés par délétment pas d’activité inhibitrice, tandis que
des petites molécules inhibitrices pourraient &ctives comme il I'a été démontré par
inhibition de I'autophosphorylation de I'EGFRvIlads les cellules NR6M mises en culture
(Ciardiello and Tortora 2003). Il existe d’autresrhes de mutations de ErbB1 (vtableau
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A.1.1) qui sont impliquées dans les cancers c’est le pmasexemple des mutations du
domaine TK.

La surexpression de ErbB2 est associée a une @apbh du géne ErbB2, méme si cette
surexpression a été aussi observée en l'absenogplifiaation du gene (Normanno et al.
2003; Salomon et al. 1995). La mutation du gendBEnbest pas fréquente dans les cancers
méme si des récentes études (Stephens et al. 2@djent une insertion ne changeant pas le
cadre de lecture ou des substitutions non sensvaawndu domaine TK. Ces mutations sont
plus fréquemment observées chez des patientess etatlefumeurs ayant un adenocarcinum
avec le méme phénotype que les patients portamhdegions EGFR.

Dans le cancer du sein, il a aussi été observéndégtions de ErbB2 qui sont trés proches de
celles de Neu chez les souris transgéniques (Normmahal. 2006). Ces mutants pourraient
avoir une activité constitutive comme ceux de Neuoeler un rbéle important dans le
développement du cancer du sein (Siegel et al.)1999

Les mutations de ErbB1l et ErbB2 sont observées deszpatients ne présentant pas de
mutations ras. Ces protéines sont donc engagées des voies de transformations

différentes. La surexpression de ErbB3 et ErbB4duonait a des cancers du sein de forme

différente.
Récepteurs Altérations génétiques Dépendance
du ligand

ErbB1 | Amplification des génes +
N-terminal tronqué (EGFRVI) -
Délétion des exons 14-15 (EGFRuvII) +
Délétion des exons 2-7 (EGFRuvIII)
Délétion des exons 25-27 (EGFRvIV) +
C-terminal tronqué (EGFRVV) +
Duplication en tandem des exons 2-7 +
Duplication en tandem des exons 18-25 -
Duplication en tandem des exons 18-26 -
Petite délétion ne décalant pas le cadre de lecture +
mutations ponctuelles dans le domaine kinase (ek8+tl)

ErbB2 | Amplification des géenes Non évaluée
Différents fragments ressemblant aux mutants Neu Non évaluée
Petites insertions ne décalant pas le cadre deréeaiu| Non évaluée
substitutions non sens dans le domaine kinase $ek®24)

Tableau A.1.1: Altérations génétiqgues des récepteurs ErbB dasscancers humains
(Normanno et al. 2006).
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I Les récepteurs ErbB et leurs ligands dans lesancers humains

Le déreglement de la croissance cellulaire esataatéristique principale de tout néoplasme.
Les néoplasmes ont la capacité d’envahir des tissamaux et de former des métastases
pouvant se développer dans des sites éloignésyedu fiomoral primaire, ce qui constitue un
autre critere essentiel de la définition du can@ume-Jensen and Hunter 2001). Ce
déreglement de la croissance cellulaire résultaedperturbation de la transduction du signal
pouvant étre définie, au sens large, comme toutakigellulaire modulant ou altérant le
comportement de la cellule (Hunter 2000; Pawson ldadh 2000). Par conséquent, les
cancers ne résultent pas nécessairement d'uneesiamgimentation du taux de prolifération
cellulaire : c’est plutét I'équilibre entre le tawde progression du cycle cellulaire (division
cellulaire) et la croissance cellulaire (masse utalle) d’'un cété, et la mort cellulaire
programmeée (apoptose) de l'autre qui est impofReed 1999).

Quatre mécanismes principaux ont été définis pdate & l'origine de la transformation
oncogénique des protéines a activité tyrosine kinbs premier consiste en une transduction
d’'un proto-oncogene par un rétrovirus (correspohdarune protéine a activité tyrosine
kinase) concomitante avec des modifications detstre altérant les fonctions de la protéine :
c’est un mécanisme de transformation commun chegoldet et le rongeur. Le second
mécanisme consiste en un ré-arrangement génomiguennie les translocations
chromosomiques) qui peut aboutir a la formation pietéines de fusion oncogéniques
impliquant au minimum un domaine catalytique de R3iKune protéine non apparentée qui
possede une fonction de dimérisation. Le troisiem&canisme impligue des mutations
permettant un gain de fonctions (G@@jn of functiof ou des petites délétions dans les RTK
ou les PTKs cytoplasmiques sont associées a ditigsetumeurs malignes. Le dernier
mécanisme consiste en la surexpression des PTK#arsd'une amplification de génes
associés a difféerents types de cancers humaingégéral, I'effet transformant peut étre
attribué a une activité kinase constitutive (caslire indépendante du ligand et augmentée)
avec une signalisation en aval altérée a la foislesyplan quantitatif et qualitatif (Blume-
Jensen and Hunter 2001).

Plusieurs études confirment le réle des réceptetB et de leurs ligands dans les cancers

humains. Il a été montré depuis que les réceptetnB sont impliqués dans plusieurs cancers
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en particulier des tumeurs solides. tableau A.1.2 montre quelques implications des
récepteurs ErbB dans les carcinomes humains (Noronanal. 2006).

Les altérations observées sont des mutations,ulegmessions ou une stimulation anormale
par leurs ligands (Gschwind et al. 2004; Holbrale003). Ainsi, il a été observé dans 50%
a 70% des cancers des poumons, du sein et du aoienexpression de ErbB1l ou ErbB3
(Abd EI-Rehim et al. 2004; Normanno et al. 2003)bHEL est par contre observé dans
seulement 15% des 807 cas de cancers du sein fsasi DiGiovana et collaborateurs
(DiGiovanna et al. 2005). L'expression de ErbB2aastsi plus faible (30% dans les cancers
du sein). S’agissant de ErbB4, il est exprimé d#%% des cancers du sein (Abd EI-Rehim et

al. 2004; Normanno et al. 2003), et environ dar¥ 22s cancers du colon (Lee et al. 2002).

Le récepteur de I'EGF fut le premier récepteur grmaembranaire mis en cause dans la
cancérogenese. Différents éléments ont mis en @sgdEmportance de 'EGFR en tant que

cible dans la thérapie anticancéreuse (Ciardielld02 Ciardiello and Tortora 2001). Il est

exprimé ou surexprimé dans un certain nombre deetwsnsolides incluant des cancers du
sein, de la prostate et dans des NSCLC (Salomah &995) : on peut citer en exemple une
étude menée par Kilijn et collaborateurs (Klijn etl&92) révélant que environ 45% des 5000
patientes atteintes de cancer du sein était deitépan EGFR ». Dans certaines tumeurs,
'EGFR est associé a une phase avancée du carglem@ et al. 1995), mais aussi a un
mauvais pronostic. De plus, il a été observé usistance a la chimiothérapie, a la thérapie
hormonale et a la radiothérapie (Brabender et@d12Sartor 2000). En fait, une expression
élevée de 'EGFR est considérée communément comrpericipal mécanisme par lequel la

signalisation de 'TEGFR est augmentée dans lealesltancéreuses.
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Transgene Tissu cible Type de tumeur
EGFR Sein Adenocarcinum mammaire chez les animaux allaitant
Urotheluim Aucun
Gliomes Aucun
Esophage Aucun
c-Neu activé Sein Cancer mammaire chez des femelles vierges et ebanales
c-Neu Sein Cancer mammaire aprés une longue phase de latence
ErbB2 du rat Peau Cancer de cellules de la peau
ErbB3 Sein Cancer des poumons aprés une longue phase deelatenc
TGFa Multiple Cancer du foie ou cancer mammaire chez les femmilésporeuses
Sein Cancer mammaire chez les femelles vierges et roudtises
Peau Aucun
AR Peau Aucun
HRG Sein Cancer mammaire chez les femelles multiporeuses

Tableau A.1.2: Résumé des études transgéniques des récepteurs EdBeurs ligands.

Cependant, un certain nombre d’autres mécanisneisiaet également avoir leur importance
telles que des mutations activatrices de 'EGFR diminution du niveau de phosphatases,
une augmentation de la co-expression des récep&tudes ligands comme le TGFet
I'amphiréguline, une hétérodimérisation avec HER@wed'autres membres de la famille des
récepteurs ErbB et enfin des interactions de 'EGMEc d’autres systémes de récepteurs
hétérologues (Ciardiello and Tortora 2003).

L’augmentation de TEGFR comme [I'EGF,

'amphiréguline ou le TG& a un effet sur la signalisation intracellulairéhypothése de

'expression de ligands spécdgude
I'existence d’'une boucle autocrine s’explique mafdit que la plupart des cancers épithéliaux
exprimant un haut niveau de Téo-exprime 'EGFR (Normanno and Ciardiello 1997,
1995). Par

adenocarcinomes primaires provenant de poumonsihsrmaamontré dans les cas «EGFR-

Salomon et al. exemple, une analyse mohistochimique sur 131
positifs», un taux de survie a cing ans significatient réduit pour les patients présentant des
niveaux d’expression €élevés de 'EGF et du TGfar rapport aux patients présentant des
faibles niveaux d’expression de ces deux ligandgeishi et al. 1990). Un autre exemple
d’étude réalisée sur 91 patients atteints de cambercou et de la téte, traités par résection

chirurgicale radicale, a montré que la surexpresd® 'EGFR et du TGer prédit de facon
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significative une période asymptomatique plus @uwt une survie totale (Grandis and
Drenning 1998).

La signalisation de 'EGFR est également dépenddetda formation différentielle des
diméres. Les combinaisons de ces récepteurs eregertiverses activités dans les cellules en
culture.

Plusieurs études présentent des résultats sinsildieeco-expression des différents récepteurs
ErbB est liée & un mauvais pronostigue en comparais!’expression d’'un seul récepteur
dans les cancers du colon par exemple. Brabendwmillaborateurs (Brabender et al. 2001)
ont montré que les patients atteints du cancerpdesnons avec une forte expression de
ErbB1 et ErbB2 présentaient un pronostique résenmparativement a ceux ayant des
cancers ou un seul récepteur est surexprimé.

Ainsi, les niveaux d’expression d’autres réceptaleda famille ErbB, plus particulierement
HER2, affecteraient de fagcon significative la siggaion dans les cancers humains. En plus
de l'activation par ses propres ligands, le résdausignalisation de 'EGFR peut étre
également influencé par d’'autres systemes de ssgtiah cellulaire. Le plus étudié d’entre
eux étant celui des récepteurs couplés aux prat&n@GPCR) (Carpenter 1999; Prenzel et al.
2000; Yarden and Sliwkowski 2001). Les GPCR peuartir des effets positifs sur la
signalisation de 'EGFR par des mécanismes impiitjles métalloprotéases de la matrice ou
par une activation indirecte de Src qui phospholegderésidus tyrosine kinase intracellulaires
du récepteur. La trans-activation de la signalisatie 'lEGFR peut également se produire par
les hormones stéroidiennes activant la transcriptie génes codant pour les ligands de
TEGFR comme le TGé (Bates et al. 1988).

Neu, isolé a partir d’'un neuroglioblastome de rasgté découvert comme un mutant
oncogénique puissant présentant des homologie®agieesces avec des récepteurs de la
famille ErbB. Il a notamment été démontré que Nwit équivalent a ErbB2 (Schechter et al.
1984). ErbB2 sauvage a souvent été retrouvé aplifiniveau génomique et/ou surexprimé
au niveau protéique. Il semble que ce soit le miépan principal d’activation de 'oncogene
ErbB2 chez 'homme. L’amplification du proto-oncogeHER?2 a été pour la premiére fois
mise en évidence par Slamon et collaborateurs @laghal. 1987) dans une étude menée sur
189 carcinomes primaires du sein. Dans la majdagcas, la surexpression est corrélée avec
une chimiorésistance et un trés mauvais pronostimija la survie du patient (Hynes and
Stern 1994; Klapper et al. 2000). Ce sujet a stugtditraité dans le domaine de la biologie du

cancer du sein ou le récepteur ErbB2 est ampldigsd20 a 30% des cas; d’autre part, les
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thérapies altérant I'expression d’ErbB2 ont maiatgrun impact clinique. La surexpression
d’ErbB2 observée dans les tumeurs du sein maieigat dans d’autres types de tumeurs
telles que 10 & 30% des tumeurs ovariennes et3¥@ades adénocarcinomes pulmonaires
(Tzahar and Yarden 1998), augmente la tumorigén{@i Fiore et al. 1987; Hudziak et al.
1987).

Le mécanisme expliquant I'action tumorigéne degpézurs ErbB2 surexprimés pourrait étre
en relation avec l'activité d’autophosphorylatioashle relativement élevée de ce récepteur
(Lonardo et al. 1990). Ainsi, leur surexpressiomnrnpait conduire a une formation spontanée
des homodiméres analogues aux formes activées gmrcdrcinogenes des récepteurs
Neu/ErbB2 de rongeurs. Cette activation est caps@eune mutation au sein du domaine
transmembranaire provoquant une dimérisation et agativation constitutive du récepteur
(Bargmann and Weinberg 1988; Weiner et al. 1989).

Parmi les membres de la famille ErbB, ErbB3 esmitéble du fait de la déficience de
l'activité catalytique de son domaine TK (Guy etE94; Prigent and Gullick 1994) et aussi
du fait de la conformation du domaine extracellglaie ses monomeres (Citri and Yarden
2006). ErbB3, dont les ligands principaux sont NBF (Neu Différentiation Factor) ou
neuréguline, est largement exprimé dans les tisstrmaux (Prigent et al. 1992). Ainsi, bien
gue les homodiméres de ErbB3 soient inactifs, éespteurs sont capables d’'induire une
signalisation par formation d’hétérodimeres ensagmnt soit a 'lEGFR, soit a ErbB4, mais
surtout a ErbB2, décrit comme le partenaire priyée Les récepteurs ErbB3 ne semblent
donc pas avoir d’activité transformante par eux-m€nmais ils sont capables d’augmenter le
pouvoir transformant des récepteurs ErbB2 lorsgsdnt surexprimés dans les cellules NIH
3T3. La transformation de cellules NIH 3T3 par ¢edérodimeres est corrélée avec la
transphosphorylation de ces récepteurs induitelgdigand (Zhang et al. 1996). De plus,
ErbB3 est surexprimé dans un certain nombre de utsmmalignes comme des cancers
gastriques, des ovaires, du pancréas, de la prpdiata vessie, du poumon et de I'endométre
(Gullick 1996). La surexpression de ErbB3 est etée dans 20 a 30% des formes invasives
et dans presque 1/3 des cancers du sein (Badrh 20@6). De plus, la forme la plus
mitogénique des diméres ErbB est le couple ErbBiBEr(Citri et al. 2003). Cette forme
présente une activité constitutive dans les callucéreuses du sein avec une surexpression
du géne ErbB2. Ainsi, I'implication des réceptelibB3 dans des cancers humains est
essentiellement due a leur capacité a potentidieseeffets d’autres récepteurs comme les

récepteurs ErbB1 et 2.
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Comme pour ErbB3, les ligands primaires de ErbBdt $&s NDF (ou hérégulines) et ses
ligands sont capables d’induire la phosphorylationrécepteur HER2 lorsque celui-ci est
associé de facon hétérodimérique a ErbB3 ou Er#idnéndi et al. 1995; Carraway and
Cantley 1994; Kita et al. 1994; Plowman et al. )98 plus, la formation d’hétérodiméres
associant ErbB4 avec soit ErbB1l soit ErbB2 est lngpd’induire la transformation de
cellules NIH 3T3. Cette transformation est dépetelalu NDF (Zhang et al. 1996). Des
études (Bacus et al. 1996; Bacus et al. 1994;\&gan et al. 2000) ont montré que ErbB4
n’est pas surexprimé dans des carcinomes mamneainesie ErbB1 et ErbB2. En effet, son
niveau d’expression est plutdt modéré voire failandis que I'expression d’ErbBl et
d’ErbB2 est corrélée avec des tumeurs négatives Ipsuécepteurs des oestrogenes et a un
tres mauvais pronostic, I'expression d’ErbB4 estoa®e a des effets opposés. En effet,
'expression d’ErbB4 est corrélée avec la présateeécepteurs aux oestrogenes, a un type
histologique mieux différenci€, et a un pronosticsgfavorable (Carpenter 2003).

Le récepteur ErbB4 joue un rdle important dansdeetbppement et la différenciation des
différents tissus, particulierement les tissus ioaakculaires, le systeme nerveux et les
glandes mammaires et aussi dans différents prazgsatinologiques comme les tumeurs
malignes (Karamouzis et al. 2007). Son expressiété abservée dans d’'autres tumeurs que
les cancers mammaires (Bei et al. 1999; Gilmouralet2001; Merimsky et al. 2002;
Srinivasan et al. 1999) notamment des cancers thn,cde la prostate, du poumon, des
ovaires, du pancréas, de I'endometre, des bronduespl de I'utérus, de I'estomac et de la
thyroide. Dans le cas des médulloblastomes, unessipn d’ErbB4 associée a celle d’ErbB2
constitue un marqueur d’'agressivité tumorale etes€lée a un mauvais pronostic de survie
(Gilbertson et al. 1997). Ainsi, de nombreux RTKnetamment les récepteurs de la famille
ErbB sont impliqués par différents mécanismes diwverses pathologies dans lesquelles on
trouve de fagon redondante le cancer. Leur imptinadans cette maladie fait d’eux une cible
privilégiée dans la thérapie anticancéreuse.

Dans les cancers humains, il n’y a pas que l'egwesdes récepteurs ErbB. Des études
montrent aussi une co-expression de différentsitigade type EGF dans plusieurs cancers
humains. En 2001, Normanno et collaborateurs onitréogu’il y avait co-expression de
TGFa, AR et/ou NRG dans le cancer du colon, du seig,pbeimons, des ovaires et dans le
cancer gastrique (Normanno et al. 2001). De pldgéand NRG1 par exemple est impliqué
dans les maladies neurodegénératives telles I'Azre(Go et al. 2005; Willem et al. 2006).
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Il apparait donc que le réseau d’interactions despteurs ErbB et leurs ligands est impliqué
dans la progression des cancers humains. De ¢cedait lutter plus efficacement contre ces
cancers, il est nécessaire de connaitre les ditigsevoies de signalisation impliquant les

récepteurs ErbB et leurs ligands, pour pouvoirgresr un contréle plus rigoureux.

VI Les récepteurs ErbB et la thérapie

Les récepteurs ErbB sont des cibles anticancérelisegste deux stratégies visant a inhiber
leur action, soit l'utilisation des anticorps di&g) contre le domaine extracellulaire, soit
I'utilisation des drogues inhibant I'activité TK.

Plusieurs traitements (voitableau A.1.3 ont été développés concomitamment a
'augmentation de la détection précoce des cartiersein. Le récepteur ErbB2 est considéré
comme étant un bon régulateur de la prolifératiea dellules cancéreuses du sein. Ainsi,
plusieurs stratégies sont élaborées pour réduireaug de ErbB2 ou son activité. Une
surexpression de ErbB2 est présente chez enviran2B86 des cancers du sein et est associée
a une agressivité tumorale.

L’herceptine (Slamon et al. 1987) est un anticampsnoclonal humanisé recombinant de
classe 1gG1, dirigé contre le récepteur ErbB2 sguiixe a sa partie extracellulaire. Ce site est
identifi€ comme une cible potentielle pour une dipée anticancéreuse. Il est actuellement
utilisé dans le traitement du cancer du sein ouBErkst surexprimé. En effet, plusieurs
études ont montré, chez des patientes présentacanger du sein métastasé ErbB2-positif,
une efficacité du trastuzumab administré en momafié ou en association avec une
chimiothérapie. L'association de ce médicament& almmiothérapie classique augmente les
bénéfices cliniques (Slamon et al. 2001). L’hercepest I'un des meilleurs agents connus
pour cela. Cependant, dans 70% des cas, les gafignitune résistance a ce traitement (Kute
et al. 2004). Son efficacité est limitée chez éestgatients, cela laisse penser que d’autres
facteurs, autres que ErbB2, sont nécessaires paléveloppement des cellules cancéreuses
du sein (Karamouzis et al. 2007). Un des mécanisded’herceptine est de bloquer
'agrégation des récepteurs et d’augmenter leuoeyidse, diminuant ainsi le nombre de
récepteurs a la surface de la cellule.

Le pertuzumab, a la différence du trastuzumabaettellement évalué en phase Il sur des
patients atteints de tumeurs aux seins, poumopsigte et ovaires, ou le récepteur ErbB2

n'est pas surexprimé.
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Contrairement au pertuzumab, I'anticorps anti-Er&B tres prometteur méme dans les cas
ou ErbB2 n’est pas surexprimé (Jackson et al. 2004)

Un exemple du mode de fonctionnement de I'hercepfiou trastuzumab) et du pertuzumab

sur le récepteur ErbB2 est indiqué sufigare A.1.1 (Badache and Goncalves 2006; Badache
and Hynes 2004).

Le récepteur ErbB4 est considéré comme une cililepeoiiférative nécessaire et suffisante
dans la lutte contre les cancers du sein (Barnes. &005). De plus, la co-expression des
récepteurs ErbB serait responsable de 'augmentditiopotentiel transformant et du mauvais
pronostique. Ainsi, une stratégie plus efficaceaisat’utiliser des inhibiteurs bispécifiques
pour bloquer les récepteurs ErbB1, ErbB1 et ErbBRuegoute la famille ErbB (Karamouzis
et al. 2007), par exemple, le lapatinib (ou EKB-6p8ur agir sur ErbB1 et ErbB2 (Citri and
Yarden 2006). Actuellement, certains inhibiteursTdes (TKIs) sont considérés comme des
bons inhibiteurs des récepteurs ErbB dans lesrdiftés formes du cancer du sein (Xu et al.
2005). Les premiers essais cliniques utilisanTlels sur des patientes atteintes de cancers du
sein ayant des métastases réfractaires aux traiterarciens ont été peu concluants (Roy and
Perez 2006).

Le ZD1839 (gefitinib, ou Iressa) est actuellemetilisé dans le traitement du cancer des
NSCLC aux USA et au Japon. C’est un traitement enathérapie (qui se fixe sur la partie
extracellulaire de ErbB1l) chez des patients attethit cancer du poumon apres échecs des
chimiothérapies standards (Roskoski 2004). Ce méukot est actuellement en test en
combinaison avec d’autres produits dans le traiteérdes tumeurs solides comme le cancer
colorectal. Bien qu'il soit considéré comme un bitaur spécifique de l'activité kinase de
ErbB1, il y a actuellement tres peu d’études manttcatte sélectivité (Cohen et al. 2004).
Erlotinib (OSI-774, ou Terceva) est un autre inteibi de ErbB1 approuvé pour la lutte contre
le cancer des NSCLC.

Des ligands comme NRG seraient aussi impliqués @ensancers du sein. Ainsi, le blocage
de NRG inhiberait, in vitro, les tumeurs dans lasaers du sein (Tsai et al. 2003) alors que

son expression est souvent associée a un prodessigrvie faible (Menendez et al. 2006).
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HRG
Trastuzumab . Pertuzumab

1

ErbB2 ErbB3

Intracellular signaling No signaling
Tumor cell proliferation Tumor cell arrest

Trastuzumab Pertuzumab

ErbB2 ¢ ErbB3

No signaling Intracellular signaling No signaling
Tumor cell arrest Tumor cell proliferation Tumor cell arrest

- J

Figure A.1.1 : Plus d'une voie pour inhiber le récepteur ErbB2. Ation de I'herceptine (trastuzumab) et

du pertuzumab. A : Dans les cellules ayant un faible taux de ErbB2fidation de HRG (héréguline) au
récepteur ErbB3 induit un passage de la conformdéiomée a I'état ouvert, exposant le bras de dgaton du
domaine Il et conduisant a la formation de I'hétémmere ErbB2/ErbB3. La fixation du pertuzumab saeir |
domaine Il de ErbB2 empéche I'hétérodimérisatioduite par le ligand et la signalisation intracelitg (a
droite). De l'autre c6té, la fixation du trastuzibreu domaine IV de ErbB2 ne joue pas sur I'assiocidrbB2-
ErbB3 induite par la fixation du ligand HRG et don@nterrompt pas l'activit¢ de signalisation et la
prolifération des cellules cancéreuses (a gaudhe)es cellules surexprimaie récepteur ErbB2 montrent une
signalisation constitutive de ErbB2 et ErbB3. Iwvoyiles deux anticorps ont une activité antitunmerqli
pourrait impliquer plusieurs mécanismes. Le trastuab empéche le relargage de ErbB2 (Molina etG1p
diminue la signalisation de ErbB2 et ErbB3 et imhia signalisation intracellulaire (a gauche). Algue le
pertuzumab n’affecte pas le relargage de ErbB2jtda activités antitumorales in vivo demeurentoe@aion
élucidées (chemin indiqué par des pointillés sundge de droite). Il est possible que le pertuzulriaue la
formation des homo- et/ou hétéro-dimeres conteleanécepteur ErbB2 et conduise a I'inhibition defiutes
tumorales. Dans les cellules surexprimant le réxedErbB2, le role du bras de dimérisation du domai de
ErbB2 dans le formation des diméres n'est pas engélucidé. D'aprés (Badache and Goncalves 2006ad&ed
and Hynes 2004).
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Médicament Type Statuts Remarque
Anticorps
Monoclonaux
Cetuximab (Erbitux) | Chimérique ErbB1 | Approuvé pour les cancers du CRC, de la tét etaluen
combinaison avec la chimiothérapie et la radiothiérp
respectivement. Essais en cours en combinaisoncaetres
thérapies sur les cancers de NSCLC, des cellulda geau
de la téte et du cou, du pancréas, du sein eteérv
Trastuzumab Humanisé ErbB2 | Approuvé pour les cancers du sein en combinaisec &
(Herceptine) chimiothérapie. Essais en cours en combinaison diaetres|
thérapies sur les cancers des glandes salivaired, d
'endomeétre, des ovaires, de la vessie.
Pertuzumab Humanisé ErbB2 | Essais en cours en combinaison avec d’autres filérapr le§ Un inhibiteur de

Panitumumab
(Vecitibix, ABX-EGF)

Matuzumab
7200)

(EMD/
Nimotuzumab
(TheraCim)

MDX214

Inhibiteurs de
TK

Gefitinib
ZD1839)

(Iressa.

Erlotinib (Tarceva)

Lapatinib

CI-1033

EKB-569

AEE-788

Totalement humain|

Humanisé

Humanisé

Totalement humain|

TKI

TKI

TKI

TKI

TKI

TKI

ErbB1

ErbB1

ErbB1

ErbB1

ErbB1

ErbB1

ErbB1 et]
ErbB2

Pan-
ErbB

ErbB1 et]
ErbB2

ErbB1,
ErbB2 et]
VEGFR

tumeurs exprimant un faible taux de ErbB2.

Approuvé pour les cancers du CRC en combinaison &/
chimiothérapie. Essais en cours en combinaison daetres
thérapies sur les cancers du colon et du rectursai€®n
cours pour des combinaisons avec d'autres thérppiesles|
NSCLC.

Essais en cours pour des combinaisons avec d'abéepieg
pour les NSCLC, les cancers gastrique et de I'oesymph

Essais en cours pour des combinaisons avec d'ahéepies
pour les NSCLC.

Essais pour les NSCLC.

Approuvé pour les NSCLC. Essais en cours pour
combinaisons avec d'autres thérapies pour les cagestro-
intestinal, du sein, de la vessie et de la tétRietou.
Approuvé pour les NSCLC et les cancers du pancEssais
en cours pour des combinaisons avec d’autres tieérapur
les cancers CRC et les gliomes.

Essais pour les cancers du sein

Essais pour les NSCLC

Essais pour les NSCLC

Essais en cours pour des combinaisons avec d'ahtérepies
pour les glioblastomes.

dimérisation.

el™ anticorps|
totalement
humain
approuvé
les cancers

pou

des

Irreversible

Irreversible

1¢ inhibiteur
multifonction

12)

[

Tableau 1.3: Résumé des différents médicaments approuvés et/on essais ciblant les récepteurs de la

famille ErbB dans les cancers(Bublil and Yarden 2007).

Les RTK sont des protéines transmembranaires dapeufonctions qui sont exprimées a la

surface cellulaire : ces caractéristiques font xI'des cibles présentant des sites d’attaque

multiples et accessibles.
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En effet, I'identification d’'un (ou de plusieurs)hibiteurs ciblant un ou plusieurs membres de
la famille ErbB, soit au niveau extracellulairejtsu niveau de la régulation des cascades de
signalisation, pourrait augmenter l'efficacité #ygeutique. Bien que la recherche de
nouveaux traitements contre le cancer vise esdenient la sous-famille ErbB, il est
raisonnable de penser que la plupart des RTK omigges pourront constituer une cible

privilégiée dans les années a venir.
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ANNEXE 2 : ETUDE DU DOMAINE TM DU RECEPTEUR NEU PRO TO-
ONCOGENIQUE ET ONCOGENIQUE (article JBSD 2005.
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Introduction

Les données expérimentales obtenues sur les réceleu (récepteur homologue de ErbB2
chez le rat) sous ses formes sauvage et mutée GA/&k1) ne sont pas suffisantes pour

décrire la structure du domaine transmembranaine arécepteur actif.

Ainsi, afin de mettre en évidence d’éventuelles ifications structurales et / ou dynamiques
entre la forme sauvage I\i/% et la forme mutée NeEl,,y\,I du peptide transmembranaire nous

avons effectué des simulations de dynamique maé&eusur le domaine TM du récepteur

Neu, dans un modéle explicite de membrane composéotEcules de DMPC.

Les résultats obtenus ont donné lieu a une pulditadans le Journal of Biomolecular
Structure and Dynamics (JBSD) en 2005.
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Introduction

Understanding the interactions that govern oligomerization of transmembrane

domains of membrane proteins is of great importance for elucidating biological

structure relationships. Peptide-lipid interactions may affect both the folding of

membrane protein and the bilayer structure, and can serve to promote peptide-pep-

tide association and protein activity (1-3). Membrane protein folding is described

as the insertion of individual helices into a membrane followed by side-to-side

helix interactions to form stable functional structures (4). These direct homodimer

or heterodimer interactions are the central model for receptor tyrosine kinase

(RTK) signaling (5, 6). Transmembrane helix association is essentially governed

by van der Waals forces between complementary helix faces but polar residues in

transmembrane o helices may strongly influence their association (7-9). The for-

mation of strong inter helical hydrogen bonds in membranes may play an essential

role in the stability of association but could increase unregulated packing with dra-

matic biological consequences (10). A famous example is the replacement of a “Phone: 33 (0)2 38 25 55 68
valine residue by a glutamic acid residue in the transmembrane domain of Neu Fax : 33 (0)2 38 63 15 17
which enhances receptor dimerization, leading to the constitutive activation of the Email: m.genest@cnrs-orleans.fr
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protein and to a lethal phenotype (11-13). The Glu mutation is believed to control
intermolecular contacts between the transmembrane helices and alter the structural
characteristics of the native hydrophobic sequence. These structural details may
also be modulated by the membrane environment (14, 15). Hence, a detailed
examination of the behavior of the transmembrane monomer in a bilayer environ-
ment could provide a mechanism for modulating monomer association.

Because of the biological importance of the transmembrane domain of the
Neuw/ErbB2 receptor, we and others have focused on this system in the hope of
understanding its regulatory role in receptor dimerization and activation.
Significant background information exists on this domain. The picture that
emerges from the combination of theoretical and experimental techniques is that
the structure of the transmembrane segment remains intrinsically helical in organ-
ic solvent and in a membrane-like environment (16-22) but that helicity can be
modulated by i local defects (21, 23-27).

Studies of the Glu mutation effect on the structure and the dynamics of the trans-
membrane domain of the rodent Neu receptor and its human homologous ErbB2
using NMR spectroscopy have shown that the two mutant peptides are more con-
formationally constrained in a fluid lipid bilayer than the wild peptides suggesting
a greater tendency to form oligomers (17, 19). Differences in flexibility were also
found from molecular dynamics (MD) simulations (22).

More recently, amide exchange experiments on transmembrane Neu peptides in
DPC (dodecylphosphocholine) micelles (28) have demonstrated that the proto-onco-
genic and the oncogenic forms have a different influence on the membrane environ-
ment and that this influence is more pronounced in the N-terminal region of the pep-
tide. The major effects observed at Ala661 and Gly665 residues close to the muta-
tion are thought to be due to a different level of solvent exposure or to helical desta-
bilization at these sites. However, as data acquired in detergent micelles are not suf-
ficient to distinguish between these effects, no clear conclusion can be drawn.
Atomic details on the transmembrane peptides are needed in order to interpret exper-
imental results and computer simulations may contribute to their understanding.

In this report, we present a study of the transmembrane domain of the Neu recep-
tor in the proto-oncogenic and the oncogenic forms embedded within a fully
hydrated DMPC (dimyristoylphosphatidylcholine) bilayer. Simulation results
reveal that, for the two peptides, the hydrophobic region well inserted in the
hydrophobic core of the bilayer remains close to the helical structure. However,
the native form of the transmembrane domain appears more flexible than the onco-
genic form and shows a strong tendency for st deformation. Differences in helix
insertion into the bilayer between the two peptides are evidenced, due to the pres-
ence of the mutation and its influence on the membrane environment. Simulation
data fully support the experimental results and suggest that a water environment at
the N-terminus might have a role in the dimerization process.

Material and Methods
Simulation Conditions

Calculations were performed using CHARMM Version 26 (29) and the all hydrogen
PARAM?22 force field (30, 31), which includes the phospholipid library (32) and the
TIP3P water potential (33). The SHAKE algorithm (34) was applied to fix all hydro-
gen atom bond distances and the time step for integration was 2 fs. The dimensions
of the simulation box are 48 A, 48 10\, and 72 A along the X, y, and z axes respec-
tively. The z axis is oriented along the normal to the membrane plane (xy plane) and
the center of the bilayer is at z = 0. Periodic boundary conditions in the three dimen-
sions were used and the temperature was set to 330K, well above the gel/liquid crys-
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tal transition temperature of pure DMPC (35) to ensure that the bilayer was in the
liquid crystalline phase. The same temperature was used in other simulations of pro-
teins inserted into DMPC bilayers with convincing results (36-38). A high temper-
ature will also increase atomic fluctuations (39), leading to a better exploration of
dynamical events occurring over a short simulation time. The cross-sectional area
per lipid is 64 A2 (40), each being hydrated by 40 water molecules (41).

Microscopic System

The microscopic system consists of one canonical a helix, 68 lipids (34 in each
layer), and about 2780 water molecules. The helix comprises 35 residues includ-
ing the putative hydrophobic transmembrane region Val656-11e680 flanked by 6
juxtamembrane residues at the N-terminus and 4 basic residues at the C-terminus
serving as signal sequence for membrane anchoring at the cytoplasmic side. The
peptide sequence was capped by a methyl acetamide group and a methyl amide
group at the N- and the C-terminal ends respectively. The sequence of the trans-
membrane domain used in the simulations is the following:

E¢50QRASPVTFIIATVV ¢ 4/E¢4GVLLFLILVVVVGILIKRRR 54

Glu and Arg at the N-terminal extremity and Lys and Arg at the C-terminus are
charged residues and 6 counter ions (1 Nat, 5 Cl") were added to ensure the neu-
trality of the transmembrane peptide. In the low dielectric membrane environment
a Glu residue most likely has a protonated carboxylic group (42) and this was con-
firmed from experimental data (19, 20). Glu664 within the hydrophobic sequence
was then modeled in a protonated state.

Incorporation of the lipids into the simulation box follows the protocol used in pre-
vious simulations (36, 43), and is based on that developed by Woolf and Roux (44-
46). Succinctly, the lipid headgroups represented by Lennard Jones spheres were
placed at =17 A along the z direction to respect the membrane thickness (47). After
optimization of their position in the membrane plane they were replaced by the all
atom model of the DMPC molecules. Random configurations of pre-hydrated lipids
were chosen in the library available in CHARMM (48). Lipid rotation and transla-
tion were successively applied during energy minimization steps to relax bad con-
tacts. Then pre-equilibrated cubes of water were placed at the top and the bottom of
the lipid box containing the peptide to obtain the desired level of hydration of the
lipids. Successive minimizations and MD runs were applied to give the initial con-
figuration of the peptide/DMPC system used as starting point for the simulation.

Two peptide/DMPC systems were built separately, one including the native Neu
transmembrane domain and the other including the oncogenic form corresponding
to the Val664Glu mutation. These two systems will be referred to as NeuVry,/
DMPC and NeuEp;/DMPC respectively.

MD Simulations

The NeuV,/DMPC and NeuEp,/DMPC systems have been simulated over a time
scale of 4.6 ns and 4.0 ns respectively after the construction. First, each system was
equilibrated during 1.0 ns in the microcanonical ensemble (NVE). Non bonded
interactions were truncated at 11 A and electrostatic interactions were switched off
over a distance of 3 A. To prevent global drift of the lipids, harmonic restraints were
applied to the center of mass of the DMPC molecules in the z direction using a force
constant of 5.0 kcal'mol-1-A-2. These restraints are sufficiently weak to allow small
changes in the bilayer thickness. Also, soft cylindrical restraints (force constant of
5 keal'mol-1-A-2) were applied to the center of mass of the peptide in order to pre-
vent too large a lateral drift while still allowing reasonable helix motions. Major
helix distortions were observed at the beginning of the simulation of the mutant pep-
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Figure 1: Percentage of intra helical hydrogen bonds
COi-NHj (j=i+3, i+4 or i+5) formed in the proto-onco-
genic NeuVry, peptide (A) and the oncogenic NeuEpy,
peptide (B) over the last ns of the simulation. An exam-
ple of the dynamics of & hydrogen bond is given in (C).
The time series of the 7 hydrogen bond formed between
Leu672 and Gly677 shows its appearance at 1.6 ns. The
Hbond is very transient and disappears around 3ns and
is formed again 0.5 ns later. The geometric criteria for
the formation of a hydrogen bond are: O(CO)-N(NH)
distance < 2.4 A and N-H-O angle > 130°. LH = |
when these criteria are respected; LH = 0 when one of
these two criteria is not respected.

tide. To avoid the complete break of the helical structure harmonic restraints were
used to maintain the o helical hydrogen bonding pattern. The force constant value
was progressively reduced from 50 to 0 kcal-mol-1-A-2 at the end of the NVE peri-
od. Helical distortions were not observed for the native Neu transmembrane pep-
tide and the NVE period was pursued without any hydrogen bond constraint.

After the equilibration phase, 3.6 ns and 3.0 ns of simulation were carried out at con-
stant normal pressure (P,) and constant surface area of the central box (xy plane) (A)
(NP,AT ensemble) for the NeuVy/DMPC and NeuEpy/DMPC systems respec-
tively. The extended system method described by Hoover (49) and implemented in
CHARMM was used. Normal pressure P,, pressure piston mass, surface area A and
the Langevin piston collision frequency were set to 1 atm, 750 amu., (48 x 48) A2
and 5 ps! respectively. The thermal piston mass was equal to 3000 kcal-ps2.
During the whole production trajectory the soft restraints applied to the DMPC mol-
ecules and to the center of mass of the transmembrane helix were maintained. No
other restraint was applied during this period. Electrostatic interactions were calcu-
lated using the Particle Mesh Ewald method (50) implemented in CHARMM. The
control of the geometrical parameters of the helix was performed over different time
ranges of the NP AT simulation, giving rise to very similar results. We have cho-
sen to present the results obtained over the last ns of the simulation.

The simulations and analyses were carried out on a multi-processor platform (Linux
Beowulf clusters composed of four nodes each having dual 1 GHz Pentium III proces-
sors and composed of six nodes each having dual Athlon MP2200+ processors).

Results and Discussion
Helical Structure

The root mean square displacement (RMSD) calculated on the Co atoms of the
transmembrane sequence from the initial structure is 2.2 A and 1.3 A on average for
the wild and the mutant forms respectively, attesting that the helical character of the
two peptides is conserved over the course of the simulation. However, differences
in the hydrogen bond network exist between the two peptides as shown in Figure 1.
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The native Neu sequence shows a well defined a helical portion between Val656
and Phe669. Then local & hydrogen bonds are formed, beginning at Leu670 with
a relatively low rate of presence, much higher at the level of the two residues
Ile671 and Leu672. The 2 m hydrogen bonds involving the carbonyl group of
these residues and their corresponding amide groups pertaining to Val676 and
Gly677 are relatively strong. However, they are very transient, suggesting rapid
fluctuations of the helical backbone at this level of the sequence. As a conse-
quence, it hydrogen bonds may disappear for several hundred ps and reappear
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later as illustrated in Figure 1. The formation of the m bulge is followed by the
breakage of the hydrogen bonding pattern, leading to the exclusion of the Val673
carbonyl group from the hydrogen bond network. This o network reappears at the
C-terminal side but is strongly weakened. 3;, hydrogen bonds are detected at a
rate reaching 30-40% of the time. The helical behavior of the wild type peptide
contrasts with that of the mutant peptide which exhibits a strong a hydrogen bond-
ing pattern all along the sequence without any sign of & tendency. It should be
noted that the very low percentage of a hydrogen bonds observed at the N-termi-
nus of both peptides is directly related to the presence of the Pro residue. Similar
full atom MD simulation results have been very recently reported (51). In a
DMPC environment the authors observe the formation of & hydrogen bonds for
the native transmembrane domain. The m deformation which involves the car-
bonyl groups of Leu672 and Val673 was observed relatively late during the course
of the simulation but remained formed for the rest of the time, the result being a
kink formed near Gly677 which is not observed in our simulations. No & hydro-
gen bond was detected for the mutant form. Interestingly, these simulation results
are comparable to experimental observations. NMR studies of the NeuVy; pep-
tide dissolved in TFE (trifluoroethanol) have revealed that the o helix exhibits a
local distortion identified as ;t hydrogen bonds between Ile671 and Gly677 (23)
(no results were reported for the mutant form). Helix distortion was confirmed by
similar NMR experiments using the same solvent where it is shown that the wild
peptide deviates from a straight canonical o helix one helical turn downstream the
mutation site, spanning residues Ile671 to Val676 (27). No & hydrogen bond could
be confirmed in the mutant form of the peptide from these experiments.

The peptide environment seems to have a control on helix flexibility. Indeed, when
the complete transmembrane domain of Neu is dispersed in DPC micelles its o hel-
ical structure is maintained and st hydrogen bonds are not characterized. However,
it is shown that the structure formed by the mutant peptide exhibits more flexibili-
ty at the N-terminal side upstream the mutation than that adopted by the proto-
oncogenic peptide (28). Helical distortions are not rare in membrane proteins (52,
53) and are often implicated in functional roles (54-56). = hydrogen bonds
observed experimentally and characterized from MD simulations at the Ile671-
Gly677 site in the Neury, are in full agreement with the high propensity of Ile, Leu,
and Val residues for i helix formation.

Peptide-environment Interactions

The influence of the membrane environment and its role in modulating the helici-
ty of the transmembrane domain can be examined in terms of interactions between
the helix and the membrane components. The decomposition into two separate
contributions, from the lipids and water, reveals their respective importance.
Averaged lipid-helix interactions are found to be very similar for the two peptides,
on the order of -310 kcal'mol-!, slightly stronger in the case of the native sequence.
The difference in water-helix interactions is more significant. These are stronger
for the native sequence than for the mutant by about 30 kcal-mol-! on average. The
most favorable interactions of the native transmembrane domain with the mem-
brane environment result from a better insertion in the hydrophobic core of the
bilayer mainly due to the m deformation which reduces the helix length (57).
However, the variations of other structural parameters induced by the Val substitu-
tion, such as peptide tilt may exert other conjugated effects within the bilayer.

Helix Insertion

Simulations results show that the two peptides adopt a different orientation within
the bilayer. It is apparent from the time series presented in Figure 2 that the tilt of
the native transmembrane helix does not deviate significantly from the bilayer nor-
mal. The tilt angle is around 10° + 2° whereas it is around 24° + 2° for the mutant
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Figure 2: Time series of helix tilt relative to the mem-
brane normal (z axis) from the Neur,,/DMPC trajectories
throughout the NP AT production period. The black line
is for the wild transmembrane sequence; the gray line is
for the mutant peptide. RMS fluctuations are around 3°
- 4° for the two peptides and the plots suggest a reason-
able stability of the helices within the DMPC bilayer.

Figure 3: Helix insertion into the DMPC bilayer.
Average z position of each residue (z coordinate of the
center of mass of backbone atoms) of the wild trans-
membrane sequence (NeuVry,) (black square) and of
the oncogenic sequence (NeuErpy,) (white square). The
membrane interface is defined between the planes
formed by the choline groups and the glycerol groups
(average z position of their center of mass). Note that
these positions are practically identical for the two pep-
tide/DMPC systems. The average z position of the
phosphorus atoms are shown in thin line (close to the
choline groups). Panels a and b show snapshots of the
NeuVp\/DMPC and NeuEp,/DMPC systems respec-
tively (helical backbone in a ribbon representation; top:
C-terminus; bottom: N-terminus). The Val and Glu
residues at position 664 are in thick lines and the phos-
phorus atoms are represented by large spheres.

form of the peptide on average. The plots of the tilt angle are suggestive of rea-
sonable equilibration of the helices within the DMPC bilayer. The RMS fluctua-
tions are around 3° - 4° for the total length of the NP AT simulation.
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The tilt angle of the mutant peptide is 10° less than that deduced from polarized
FTIR spectra obtained in a DMPC environment (20). The discrepancy between
these data might be due to experimental conditions using a gel phase bilayer at low
hydration. It should be noted that incorporation of DMPS (dimyristoylphos-
phatidylserine) in the bilayer changes the peptide orientation, reducing the tilt angle
to around 20-25°. A similar helix orientation is observed in a POPC/POPS (palmi-
toleoylphosphatidylcholine/palmitoleoylphosphatidylserine) membrane (17, 58).
Both these results and those recently reported (51) demonstrate that the mutant
form of the transmembrane domain is more tilted than the native form. One may
note that the simulations performed by Van der Ende et al. suggest that helices are
not well equilibrated, even after 10 ns of simulation. This could be due to the use
of truncated electrostatic interactions and a small number of lipids. Indeed, the use
of cut off distances leads to profound artifacts in the properties of the lipid bilayer
which may influence the behavior of the inserted peptide (59).

The insertion of the peptides into the DMPC bilayer is represented in Figure 3. It
is observed that the hydrophobic domain of the wild peptide matches the hydropho-
bic thickness of the bilayer better than in the presence of the Glu mutation. The
Ser654-Val673 sequence is completely embedded in the bilayer core and the C-ter-
minal region is well anchored in the membrane interface. All the basic residues are
within the bulk resulting in the strong interactions discussed above. The = helical
distortion contributes to the good matching between the hydrophobic length of the
transmembrane peptide and the bilayer thickness. The mutated peptide is shifted
towards the N-terminal side leading the four residues Glu650 to Ala653 to be com-
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pletely immersed in the bulk. The length of the transmembrane sequence embed-
ded in the bilayer core extends from Phe658 to Ile678 and counts 20 residues as in
the case of the native sequence. Two C-terminal residues are at the membrane
interface, the two others are in the bulk.

Water Penetration

NMR experiments show significant differences in the amide exchange behavior
between proto-oncogenic and oncogenic forms of the peptide when they are
embedded in DPC micelles (28). The exchange rate at Gly665, which is directly
adjacent to the mutation site, is found to be faster in the mutant form and it appears
that Glu affects the amide signal from Ala661 but not that from Phe669, also close
to the mutation. Phe669 exchanges very slowly in both forms of the peptide. The
difference in exchange rates at Ala661 and Gly665 is thought to be due to helical
destabilization or to a different solvent exposure. The hypothesis is that the N-ter-
minal region of the mutant peptide is close to the surface of the micelle allowing a
favorable hydration of the polar Glu side chain.

7
Transmembrane Domain of
the Neu Receptor
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Our simulation results confirm that the Glu residue is closer to the 1
membrane interface than the Val residue, suggesting a large hydra-
tion of the side chain as well as of the residues upstream the muta- 08 HE,
tion. This has been checked by calculating the radial distribution
functions of the water oxygen about the amide proton. The plotsin ¢ 06r o
Figure 4 show that the hydration of Ala661 near the mutation is larg- = (4| o
er than in the wild peptide, which is in good agreement with a much
faster amide signal decay than in the proto-oncogenic peptide. 02 08, ﬂ
Gly665, adjacent to Glu, is poorly hydrated, leading to the conclu-
sion that most of the water molecules that penetrate within the bilay- 0 2 2 6 8 10

er are captured by the Glu side chain extremity. In the wild peptide
water molecules do not reach the Gly residue.

The radial distribution functions of the water oxygen about the Glu side chain
extremity are shown in Figure 5. The He2-O (wat) g(r) function has a maximum
at 1.8 A and the primary hydration shell (measured as the integral of g(r) up to 2.3
A) is constituted of 3.5 water molecules. The Og2-O (wat) g(r) function shows a
sharp peak at 2.7 A and the primary hydration shell around Og?2 is constituted of
1.3 water molecules. The hydration of the O¢1 is more diffuse as suggested by the
large peak of the radial distribution function.

Figure 5: Radial distribution functions of water oxy-
gen about the Glu side chain extremity. The primary
hydration shell around H,, is constituted of 3.5 water
molecules on average. That around Oy, is constituted of
1.3 water molecules.
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Figure 6: Hydration of Glu illustrated by the formation of
hydrogen bonds between the H,, atom and water (oxygen atom)
or a polar group of a lipid during the course of the simulation. In
this graph, 26 distinct water molecules exchange hydrogen bond-
ed interactions with the Glu side chain (distance Hy,-Oy < 2.4 A
and N-H-O > 130°). When water molecules are not linked to the
carboxylic group, a lipid* in close proximity can form hydrogen
bond (carbonyl oxygen atom of the glycerol group of the Snl
chain). The decrease in the Hg,-O(CO) distance from 15 A at the
beginning of the NP, AT period to 2 A results from rotational and
translational motions of one of the lipids closest to the helix.
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The residence time of the hydrogen bonds between water and the Glu side chain
ranges between a few ps and several hundred ps as shown in Figure 6. The dynam-
ics of water is very rapid as deduced from numerous molecules that exchange hydro-
gen bond interactions. When water molecules are not hydrogen bonded to the Glu
side chain, the closest lipids may form such interactions as shown in the figure.

It is interesting to note that our results lead to a less hydrated Glu side chain than
that observed in another simulation study (51). The difference in Glu hydration
could be related to the truncation of electrostatic interactions used to simulate the
bilayer system which is charged and constituted by a reduced number of lipids.
According to Rog et al. (60) reasonable simulation results of a bilayer system con-
taining charged molecules can only be obtained when long range electrostatic inter-
actions are evaluated using the PME summation technique.

Conclusion

In this study MD simulations were used to explore the behavior of the proto-onco-
genic and oncogenic forms of the transmembrane domain of the Neu receptor in a
fluid DMPC bilayer. Analysis of the simulation data reveals the difference in intrin-
sic flexibility between the two helices and the difference in their insertion within the
bilayer. The response to hydrophobic mismatch used by the wild transmembrane
peptide is dictated by its intrinsic properties and its propensity for s helix deforma-
tion the role of which is to reduce the helix length (24, 52, 57). The reproducibility
of helix deformation at the Val motif at the C-terminus (57) demonstrates that the
intrinsic properties of this sequence are not affected by the lipid environment The
behavior of the mutated form of the transmembrane domain differs markedly from
that of the wild form. The hydrogen bonding pattern of the peptide is largely retained
during the trajectory. Then, a larger helix tilt than in the wild peptide was observed
for a good matching between the peptide hydrophobic length and the bilayer thick-
ness. In addition, the presence of the Glu mutation induces a vertical shift of the
helix towards the membrane interface. Both these effects provide a greater accessi-
bility of the side chain to the membrane environment. The helix face containing Glu
is much more exposed to the water molecules and the lipid polar groups than the
opposite face. Water molecules were found to form transient hydrogen bonds with
the Glu side chain carboxylic extremity. The current simulation therefore suggests
an important role for water molecules which may serve as an intermediate state for
side chain-side chain or side chain-backbone interactions between the two
monomers. Water bridges between Glu were observed in a hydrated DMPC bilayer
both in ErbB21); dimer and Neupy, dimer (36, 43). These simulation data agree with
experimental results (20, 58). = helix turn formed near the Val motif at the C-termi-
nus of the wild peptide is consistent with NMR observations (23). This higher flex-
ibility of the wild peptide was confirmed from other simulation studies (51). Our
computer simulations complement experimental studies (27, 28) by elucidating the
influence of the mutation on the properties of the membrane environment.

We are confident that the behavior of the Neury is reasonably characterized,
despite the fact that interpretation of simulation results is limited compared to the
complex mechanisms that occur in membranes. Many factors exert counterbal-
anced effects. The duration of the simulations is, with no doubt, insufficient to
fully explore the motions of the transmembrane peptide for membrane insertion.
Therefore, short simulations may capture average structural parameters similar to
those deduced from longer trajectories (61). It is worth placing these results in the
context of the studies of the transmembrane domain of the Neu/ErbB2 receptors.
There have been a number of experimental and theoretical studies on the dimers,
fewer on the monomers. The more recent experimental studies (27, 28) provide
timely confirmation of our simulation results until now unpublished and inspired
the current manuscript. These results may serve for the understanding of the mech-
anisms involved in the formation of the functional structure in the Neu receptor.
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Conclusion

Les résultats obtenus au cours de ces études d@ndwre moléculaire montrent d’'une part
que le peptide sauvage Neuy adopte une structure hélicoidale avec une hemét le
peptide muté Newy est entiérement sous forme d’une héticeCes résultats sont en accord
avec les données expérimentales (Goetz et al. 2001)

D’autre part, la différence d’insertion dans la nbeame du c6té N-terminal de Naw © et
muté Neliry a mise en évidence par dynamique moléculaire esti @msaccord avec des
études récentes par RMN d’échange de proton anddett et al. 2001; Houliston et al.
2004).

Le peptide sauvage Néw = est le plus stable dans la membrane lipidiqueteGkiformation
pourrait donc avoir dimportantes conséquences dés interactions des hélices

transmembranaires.

L'étude des quatre monomeres des récepteurs dendld ErbB dans un environnement
membranaire permettrait de comprendre le mode affisy du domaine TM. Cette étude
dans des modeles de membrane plus proches d'undnarenbiologique c’est-a-dire des
modeles de membranes composés de lipides préseemirisaturations et/ou de membranes
mixtes (POPC, DMPC/cholestérol, etc.) permettravaita des informations encore plus
proche de la réalité biologique.

189



	Samna Soumana et al., EBJ 2007.pdf
	Molecular dynamics simulation approach for the prediction �of transmembrane helix-helix heterodimers assembly
	Abstract
	Introduction
	Methods
	TM domain systems
	Global search method
	Conformational sampling
	Molecular dynamics protocol
	Analysis of helix-helix assembly
	Geometric criteria

	Structure selection
	Geometry-based filters

	Interface surface area calculation
	Binding free energy calculation

	Results and discussion
	GpATM dimers
	GpATM dimer interface
	HER2-3TM dimers
	HER2-3TM dimer interface

	Concluding discussion
	References





