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ABREVIATIONS 
 
AR : amphiréguline 
ATP : adénosine triphosphate  
BTC : β-celluline 
CRC : cancer colorectal 
CRD : domaine riche en cystéine  
EGFD : domaine de type facteur de croissance de l’épiderme 
EGF : facteur de croissance de l’épiderme 
EGFR : récepteur au facteur de croissance de l’épiderme 
ErbB/HER  : récepteur de la famille de l’EGFR 
EPO : érythropoïetine 
EPOR : récepteur à l’érythropoïetine 
EPR : épiréguline 
FGF : facteur de croissance des fibroblastes 
FGFR : récepteur au facteur de croissance des fibroblastes 
FNIII :  domaine type fibronectine III 
GpA : glycophorine A 
GH : hormone de croissance 
GHR : récepteur à l’hormone de croissance 
HB-EGF : facteur de croissance type EGF fixant l’héparine 
HGF : facteur de croissance des hépatocytes 
HGFR : récepteur au facteur de croissance des hépatocytes 
HRG : héréguline 
IgD : domaine type immunoglobuline 
IGF : facteur de croissance de l’insuline 
IR ou InsulinR :  récepteur à l’insuline 
Met : récepteur au facteur de croissance des hépatocytes 
NDF : facteur de différenciation de la protéine Neu 
Neu* ou NeuE : récepteur Neu portant la mutation Val664/Glu664 dans le segment 
transmembranaire 
Neu ou NeuV : récepteur Neu sauvage homologue de ErbB2 chez le rat 
NGF : facteur de croissance du tissu nerveux 
NGFR : récepteur au facteur de croissance tissu nerveux 
NRG : neuréguline 
NSCLC : cancers du poumon n’étant pas à petites cellules 
PDGF : facteur de croissance des dérivés plaquettaires 
PDGFR : récepteur au facteur de croissance des dérivés plaquettaires 
PI3K :  phosphatidyl inosito 3-kinase 
PTK : protéine tyrosine kinase 
RTK :  récepteur tyrosine kinase 
TGFα :α :α :α : facteur de croissance transformant α 
TKI : inhibiteur de tyrosine kinase 
TM :  domaine ou segment transmembranaire 
VEGF : facteur de croissance endothélial vasculaire 
VEGFR : récepteur au facteur de croissance endothélial vasculaire 
PTB : domaine de fixation des phosphotyrosines  
SH2 : domaine homologue à src type 2 
SH3 : domaine homologue à src type 3 
DCPC : dicaproyl-phosphatidylcholine 
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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 
Eelec : énergie électrostatique 
EvdW : énergie de van der Waals 
LH :  liaison hydrogène 
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 Ile I 
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 V 
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INTRODUCTION  

 

 

Les récepteurs à activité tyrosine kinase ou RTK constituent une superfamille de protéines 

impliquées dans d’importants processus physiologiques. Ils sont également impliqués dans 

plusieurs pathologies telles le diabète, le cancer, etc. Dès lors, ils font l’objet de nombreuses 

études expérimentales et théoriques afin d’essayer de comprendre leur mode de 

fonctionnement dans le but de pouvoir proposer des thérapies contre les maladies dans 

lesquelles ces protéines sont impliquées. 

Les RTK présentent une architecture commune : un domaine extracellulaire suivi d’une 

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

 

Au cours de ces travaux de thèse, je me suis intéressé aux récepteurs de la famille de l’EGFR 

ou ErbB (ou HER) qui forment la classe I des RTK. Cette famille comprend quatre membres : 

ErbB1, ErbB2, ErbB3 et ErbB4.  

Mon travail de thèse porte sur l’étude de l’association des domaines TM de ces récepteurs 

ErbB. Il s’agit plus particulièrement de comprendre le mode de formation des hétérodimères 

au niveau membranaire afin de caractériser les structures préférentiellement formées et de 

rendre compte du rôle de ce domaine TM dans l’activation de ces récepteurs. 

 

Mon manuscrit se subdivise en trois chapitres : les notions générales sur les RTK, le principe 

de la technique de simulation de dynamique moléculaire et les résultats obtenus au cours de 

cette thèse. 

 

Le chapitre I concerne les généralités sur les récepteurs RTK. Dans cette partie un état actuel 

des connaissances sur ce type de récepteurs est présenté, notamment sur leur structure, leur 

activation et leur mode de signalisation. J’ai aussi fait le bilan des données sur les récepteurs 

de la famille ErbB. 

 

Le chapitre II porte sur la méthodologie de simulation de dynamique moléculaire adoptée 

pour mener nos études sur les domaines TM des récepteurs de la famille ErbB. Ici, j’ai 

d’abord développé les notions principales de cette technique et présenté quelques logiciels 
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utilisés au cours de cette thèse. J’ai aussi présenté le protocole de recherche des modes 

d’association des hélices TM. 

 

Dans le chapitre III, je présente mes travaux sur les hétérodimères du domaine TM des 

récepteurs ErbB. Ce chapitre est scindé en deux parties (sous forme d’articles).  

Le premier article (1ère PARTIE) présente la méthode que j’ai développée pour prédire des 

modèles structuraux de l’association des domaines TM. Ce travail a permis de mettre au 

point une stratégie de sélection de meilleures structures dimériques. J’ai ensuite validé la 

méthode sur le dimère du domaine TM de la glycophorine A (GpA) dont la structure a été 

résolue par RMN (MacKenzie et al. 1997). Ces résultats sont publiés dans le journal : 

European Biophysics Journal (Eur. Biophys. J.) : (Samna Soumana et al. 2007). 

Le deuxième article (2e PARTIE) est consacré à l’application de cette méthode à l’ensemble 

des hétérodimères des domaines TM des récepteurs ErbB. Cette méthode combine la 

mécanique moléculaire, la dynamique moléculaire en absence d’environnement membranaire 

explicite et l’application de critères de sélection des structures modélisées. Cet article vient 

d’être soumis à publication dans Biopolymers. 

Le manuscrit est completé par deux annexes, la première portant sur le rôle des récepteurs 

ErbB dans les cancers humains et la seconde est un article publié dans JBSD en 2005. 
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CHAPITRE I : LES RECEPTEURS A 

ACTIVITE TYROSINE KINASE (RTK) 
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I  Généralités sur les RTK 

 

La première phosphorylation de protéine fut découverte dans les années 1950 par Krebs et 

Fischer (Krebs and Fischer 1956) alors que l’existence de protéines kinases (PKs) a été mise 

en évidence chez les bactéries par Wang et collaborateurs en 1978 (Wang and Koshland 

1978). Les processus de phosphorylation/déphosphorylation mis en place par les kinases sont 

impliqués dans la plupart des mécanismes de régulation intracellulaires (Hunter 1995; Taylor 

et al. 1995). Certaines de ces kinases jouent un rôle important dans le métabolisme des 

glucides, des nucléotides, des vitamines, dans la régulation des gènes, dans les mécanismes de 

contraction musculaire, etc. Les kinases sont de nos jours les enzymes les plus étudiées. 

 

Actuellement, grâce au séquençage du génome humain, plus de 500 protéines kinases sont 

connues. Les protéines kinases, impliquées dans plusieurs voies de transduction 

membranaires du signal, correspondent à l’une des plus importantes familles de protéines 

(Noble et al. 2004). Près d’une centaine de gènes codent pour ces types de protéines (Blume-

Jensen and Hunter 2001). 

Les protéines kinases peuvent être classées en fonction de leur structure ou de leur séquence. 

Elles peuvent aussi être classées selon leur localisation dans la cellule ou selon le type d’acide 

aminé qu’elles phosphorylent. Il existe les sérine/thréonine kinases et les tyrosine kinases. Les 

PKs ont deux localisations possibles. On distingue les PKs cytosoliques et les PKs 

membranaires. Comme PKs cytosoliques nous pouvons citer la famille des protéines :  

- Src (impliquées dans la régulation de la différenciation et de la prolifération 

cellulaire, dans la transduction du signal via les récepteurs aux facteurs de croissance, les 

intégrines, etc.). Ce sont les premières protéines tyrosine kinases connues (Parsons and 

Parsons 1997). 

- Abl, pour Abelson, intervient dans les processus de régulation du cycle cellulaire et 

dans le couplage direct à l’ADN (Smith and Mayer 2002). 

- Jak ou Janus kinase (rôle dans les voies de transduction du signal via les cytokines et 

dans l’hématopoïèse). 

 

Parmi les PKs membranaires il existe principalement deux classes à savoir les récepteurs à 

activité tyrosine kinase (ou RTK) et les sérine/thréonine kinases. Dans le génome humain, les 
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récepteurs à activité tyrosine kinase sont codés par 58 gènes (Blume-Jensen and Hunter 

2001). 

 

Au cours de ces travaux de thèse, nous nous sommes intéressés principalement aux récepteurs 

à activité tyrosine kinase ou RTK.  

 

A  Architecture des RTK 

 

Les récepteurs à activité tyrosine kinase ont été découverts dans les années 1980 par Hunter et 

Sefton (Hunter and Sefton 1980). Ces récepteurs sont des glycoprotéines présentant une 

organisation commune à savoir : un domaine extracellulaire portant le site de fixation d’un 

ligand polypeptidique, un unique segment transmembranaire et une portion cytoplasmique 

siège de l’activité tyrosine kinase et portant des sites d’interaction protéine-protéine. Les RTK 

possèdent une activité TK intrinsèque stimulée par la liaison d’un ligand. Cette activité 

enzymatique est localisée dans le cytoplasme et permet le transfert du phosphate γ de l’ATP 

vers l’hydroxyle des tyrosines des protéines cibles et/ou du récepteur lui-même. Ce processus 

est appelé autophosphorylation (Hunter 1998). Il peut aussi y avoir une trans-

autophosphorylation des résidus tyrosine des récepteurs. Les RTK permettent la transmission 

d’un signal de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule et jouent ainsi un rôle important dans le 

contrôle de nombreux processus biologiques, tels que le cycle cellulaire, la migration 

cellulaire, le métabolisme, la prolifération et la différenciation cellulaire (Ullrich and 

Schlessinger 1990). 

Ils sont classés en une vingtaine de familles (ou classes), présentées sur la figure 1.1, (Blume-

Jensen and Hunter 2001; Hubbard 2002) selon la structure de leurs domaines extracellulaire et 

intracellulaire. Parmi ces différentes familles, on distingue les récepteurs aux facteurs de 

croissance de l’épiderme (EGFR), les récepteurs à l’insuline (InsulinR), les récepteurs aux 

facteurs de croissance des plaquettes (PDGFR), les récepteurs aux facteurs de croissance de 

l’endothélium vasculaire (VEGFR) et les récepteurs aux facteurs de croissance des 

fibroblastes (FGFR). 
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Figure 1.1 : Les 20 classes des récepteurs à activité tyrosine kinase, représentées suivant leurs 
caractéristiques structurales. De haut en bas : le nom du représentant caractéristique de chaque famille de 
RTK, sa représentation schématique, et les membres de chaque famille. AB : boîte acide, CadhD : domaine de 
type cadhérine, CRD : domaine riche en cystéines, DiscD : domaine de type discoidine, EGFD : domaine de type 
EGF (facteur de croissance épidermique), FNIII : domaine de type fibronectine type III, IgD : domaine de type 
immunoglobuline, KrinD : domaine de type krinD, LRD : domaine riche en leucine. D’après (Blume-Jensen and 
Hunter 2001). 
 

 

La majorité des RTK est exprimée à la surface cellulaire sous forme d’une chaîne 

polypeptidique unique et est monomérique en l’absence de ligand (Figure 1.1). Cependant 

certains RTK ont des structures particulières : c’est le cas des récepteurs de la sous famille 

HGFR et ceux de la sous famille des récepteurs à l’insuline (InsulinR). Le récepteur Met 

(facteur de croissance des hépatocytes) membre de la sous famille HGFR est constitué par une 

courte chaîne α qui est liée par un pont disulfure à une chaîne β membranaire. Pour la sous-

famille des récepteurs de l’insuline et de l’IGF1 (Insulin Growth Factor 1), la structure 

consiste en deux chaînes α extracellulaires liées par des ponts disulfure à deux chaînes β 

membranaires. Les deux chaînes α sont également liées par des ponts disulfure. Cela aboutit à 

la formation d’un hétérodimère α2β2 (Van Obberghen 1994). 

 

Selon le récepteur, la partie extracellulaire est formée d’une association de plusieurs domaines 

de type soit immunoglobuline (IgD), soit fibronectine III (FNIII), soit riche en cystéine (CRD) 

et de type facteur de croissance épidermique (EGFD). La fixation du ligand implique un seul 

de ces domaines. Dans la plupart des cas, la fonction des autres domaines n’est pas connue, 
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sauf pour certains RTK, où ils pourraient moduler la liaison du ligand. A l’inverse le domaine 

intracellulaire présente une organisation assez simple.  

En effet, la partie cytoplasmique est composée de 3 domaines à savoir, une région juxta-

membranaire suivie par le domaine à activité tyrosine kinase et terminée par une queue 

carboxy-terminale. Le domaine à activité tyrosine kinase des récepteurs de la famille PDGF 

présentent une insertion d’environ 100 résidus. Selon les RTK, les domaines juxta-

membranaire et carboxy-terminal présentent une variabilité dans leurs longueurs et leurs 

séquences. Ces domaines contiennent des sites de phosphorylation de tyrosine et de 

sérine/thréonine, qui peuvent être phosphorylés par le récepteur même (autophosphorylation) 

ou par des protéines kinases hétérologues (Hubbard 2002). 

Quant au domaine transmembranaire (TM) servant de lien entre les parties extra- et intra-

cellulaire, il est constitué de 23 à 26 résidus hydrophobes dont la séquence présente peu 

d’homologie d’une protéine à l’autre. Pour assurer l’arrêt de la translocation lors de la 

synthèse peptidique, le domaine TM a de nombreux résidus chargés dans sa partie C-

terminale. Ces résidus permettent aussi l’ancrage cytoplasmique de la protéine en prévenant 

tout mouvement vertical de la protéine dans la membrane. 

Ce domaine est une composante principale dans le fonctionnement de ces récepteurs. Son rôle 

a été suggéré suite à la découverte en 1986 par Bargmann et collaborateurs (Bargmann et al. 

1986) d’une forme oncogénique du récepteur Neu. Cette forme induit une activation 

constitutive du récepteur et est caractérisée par une mutation Val664/Glu. 

 

1  Mutations au sein du domaine TM des RTK 

 

Des mutations comparables à Val664/Glu ont été réalisées dans des segments 

transmembranaires d’autres RTK et, comme dans Neu muté, une activation constitutive de la 

kinase est associée à la mutation dans la plupart des cas. Le tableau 1.1 résume les données 

collectées sur ces mutations dans les segments transmembranaires des RTK. 
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Modifications au niveau du segment TM  Conséquences Références 

   
Neu : mutation Val664�Glu Activation constitutive  (Bargmann and Weinberg 1988) 
 Dimérisation (Weiner et al. 1989)  
ErbB2 : mutation Val659�Glu Activation constitutive (Segatto et al. 1988)  
   
EGFR : mutation Val627�Glu Activation constitutive (Miloso et al. 1995)  
   
EGFR drosophile : mutation Val828�Glu Activation constitutive (Wides et al. 1990)  
   

Récepteur insuline : mutation Val938�Asp 
Activation constitutive 
� taux de synthèse du pro-récepteur 

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

   
IR-1 : mutation Val922�Glu Activation constitutive (Takahashi et al. 1995)  
PDGFR : chimère avec segment TM de Neu 
V�E 

Activation constitutive (Petti et al. 1998)  

Récepteur insuline : chimère avec segment TM 
de Neu V�E 

Activation constitutive (Cheatham et al. 1993)  

Récepteur insuline : chimère avec segment TM 
de Neu 

Activation constitutive 
� internalisation 

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

Neu : expression de peptides correspondant au 
segment TM de Neu 

Inhibition de la transformation par Neu V�E 
Inhibition de la dimérisation  

(Lofts et al. 1993)  

Récepteur insuline : inversion du segment TM 
(Lys917-Gln944) 

Problème de biosynthèse 
Forte � 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 : chimère avec les domaines 
extracellulaire et TM du récepteur aspartate 

Activation par aspartate 
Spécificité du substrat ≠/récepteur insuline 

(Moe et al. 1989) 

v-ros : délétion de 3 acides aminés du segment 
TM  

Perte du pouvoir transformant en modifiant la 
spécificité du substrat  

(Zong and Wang 1994) 

EGFR : chimères 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, signalisation ≠ 

(Xiong et al. 1996) 

   
EGFR : chimères avec domaine cytoplasmique 
de NGFR : 
-A avec segment TM de EGFR 
-B avec segment TM de NGFR  

Différenciation cellulaire en réponse à EGF 
pour B uniquement  

(Yan et al. 1991) 

FGFR3 : mutation Gly 380�Arg 
Achondroplasie (forme de nanisme)  
Activation constitutive 

(Shiang et al. 1994) 
(Rousseau et al. 1994) 

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

FGFR3 : mutation Gly 369�Cys Achondroplasie (forme de nanisme)  (Chen et al. 1999) 

FGFR3 : mutation Ala 391�Glu 
Syndrome de Crouzon avec Acanthosis 
nigricans 

(Meyers et al. 1995) 

FGFR3 : mutation Lys 650�Met 
Displasie squelettique avec rétard du 
développement et Acanthosis nigricans 

(Tavormina et al. 1999) 

FGFR3 murin : mutation Gly 374�Arg   
Et Activation constitutive (Li et al. 1997) 
FGFR2 murin : mutation Cys 382�Arg   
   
Neu : chimère avec segment TM de FGFR3  
Gly 380�Arg 

Activation constitutive (Webster and Donoghue 1996) 

 
Tableau 1.1 : Tableau récapitulatif des effets d’altérations au niveau du domaine TM sur les récepteurs à 
activité tyrosine kinase. Extrait de la thèse de Pierre Aller, 2004. 

16



 

B  Activation et signalisation des RTK 

 

Les modes d’activation et de signalisation des RTK sont représentés sur la figure 1.2 (Holbro 

and Hynes 2004) correspondant au mécanisme d’activation et de signalisation des récepteurs 

ErbB.  

 

1 L’activation 

 

Plusieurs étapes caractérisent l’activation des RTK. Nous avons d’abord la fixation d’un 

ligand qui induit ensuite une dimérisation ou une oligomérisation non covalente des 

récepteurs.  

Cette dimérisation facilite la trans- autophosphorylation (entre les deux monomères) des 

résidus tyrosine situés dans la partie cytoplasmique du dimère, (Heldin 1995; Jiang and 

Hunter 1999; Lemmon and Schlessinger 1994; Schlessinger 1988; Ullrich and Schlessinger 

1990). 

 

L’autophosphorylation est nécessaire à deux fonctions distinctes dans le processus 

d’activation des RTK : la stimulation de l’activité catalytique du récepteur tyrosine kinase et 

ce à travers une stabilisation de la configuration active, et la création de sites de liaison pour 

des protéines de signalisation. La phosphorylation des résidus tyrosine lève l’auto-inhibition 

permettant l’accès au site actif à l’ATP et aux protéines effectrices. Elle permet également la 

création de sites de liaison pour des protéines de la voie de signalisation contenant des 

domaines de reconnaissance de phosphotyrosine (Hubbard 2002). 

 

Parmi ces sites de liaison, on trouve des résidus phosphotyrosine à l’intérieur des séquences 

spécifiques qui servent de sites de recrutement pour des protéines contenant des modules de 

reconnaissance de phosphotyrosines comme les domaines SH2 ou PTB (Pawson 1995).  

Schlessinger a récemment émis l’hypothèse de l’existence de dimères actifs même en 

l’absence de fixation de ligand. Cela a été proposé suite aux études menées sur 

l’autophosphorylation des RTK qui peut être améliorée par des inhibiteurs des protéines 

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

 

Grâce aux études biochimiques, des composants clés des voies de signalisation ont été 

identifiés. De plus, les mêmes protéines sont souvent identifiées comme les produits de gènes 

qui sont mutés et ce dans différentes maladies humaines comme le cancer, les 

immunodéficiences, les maladies neurologiques etc. Les RTK activent plusieurs voies de 

signalisation via des protéines possédant des modules protéiques pour transmettre le signal au 

noyau ou à différentes enzymes. La figure 1.2 montre les différentes voies de transduction du 

signal et des réseaux de signalisation qui émergent depuis quelques années. Les principes 

généraux qui gouvernent le flux d’informations spatio-temporelles de la surface cellulaire au 

noyau et les modes de communication entre les différentes voies de signalisation sont de 

mieux en mieux connus. 

Les principales voies de signalisation sont : Ras/MAP kinases (pour mitogen-activated protein 

kinases) et celle du métabolisme du phosphoinositol. Ces voies jouent un rôle important dans 

de nombreux processus métaboliques, le cycle cellulaire, la migration cellulaire, la survie, la 

prolifération, l’adhésion et la différenciation cellulaire, etc. (voir figure 1.2).  

 

L’activation et l’autophosphorylation des RTK permettent aussi de recruter une autre classe 

d’enzyme, à savoir les PI3-K (pour phosphoinositide 3-kinase), tout comme la protéine kinase 

via la phospholipase C-γ (PLC-γ). C’est le domaine SH2 qui se fixe aux récepteurs 

autophosphorylés. 
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Figure 1.2 : Représentation schématique de la redistribution au sein du réseau de signalisation des 
ligands de la famille EGF et de leurs récepteurs. Les ligands de la famille de l’EGF se lient avec plus ou 
moins de sélectivité aux récepteurs (numérotés de 1 à 4, en bleu, vert, rouge et cyan), entraînant la formation de 
différents dimères. ErbB2 ne possède pas de ligand connu, et ErbB3 est dépourvu d’activité kinase. Une fois les 
récepteurs activés et phosphorylés, diverses molécules adaptatrices (Shc, Grb2, P85,…) ou dotées d’activité 
enzymatique (Src, PLCγ) sont recrutées (en violet). Elles vont ensuite activer diverses voies de signalisation 
(entre autres la voie MAP kinase représentée ici par la cascade Ras-Raf-MEK-ErK, ou la voie de la PI3-kinase 
avec la p110 et PKB ; en bleu foncé), ce qui aboutit à l’activation de différents facteurs de transcription (en 
jaune). Le type et le degré d’activation des voies enclenchées, et donc le résultat final, dépendent à la fois des 
ligands et des dimères impliqués. D’après (Holbro and Hynes 2004). 
 

Il est indispensable de souligner que d’autres récepteurs tels que les récepteurs couplés aux 

protéines G et des récepteurs à d’autres hormones peuvent activer les voies de signalisation 

intracellulaire activées par les RTK. En fait, une cascade de signalisation peut non seulement 
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être activée par différents types de récepteurs, mais elle peut également moduler d’autres 

cascades et cela à plusieurs niveaux. Il est donc impossible d’affirmer que l’activation d’un 

récepteur aboutira à une réponse biologique particulière par la seule étude des voies de 

signalisation. Dumont et collaborateurs ont résumé (après démonstration expérimentale) les 

croisements possibles entre quatre cascades de signalisation décrites dans la littérature : le 

résultat présenté sur la figure 1.3 a été qualifié par ces auteurs par le terme évocateur «horror 

graph» (Dumont et al. 2001). 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.3 : Réseaux établis entre 4 exemples de voies de signalisation différentes : «Everything does 
everything» selon Dumont (Dumont et al. 2001). 
Signalisation croisée entre 4 cascades de transduction décrites dans la littérature. La cascade linéaire est 
représentée en noir. Les croisements entre les différentes voies de signalisation sont représentés en couleur : les 
voies inhibitrices sont représentées en rouge; les voies activatrices sont représentées en vert. 
 

Bien que presque tous les RTK soient activés par dimérisation, les mécanismes liés à la 

transduction du signal de l’extérieur vers le cytoplasme via la dimérisation des récepteurs 

demeurent encore mal connus. 

 

 

Dans la partie qui suit, j’ai choisi de présenter les données concernant les récepteurs de la 

famille ErbB/HER. 

Substrats et 
transcription 

de CREB 
Substrats Transcription 

Facteur de croissance 
Phénylephrine Isoproterenol 
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II  Les récepteurs de la famille ErbB/HER 

 

Les récepteurs de la famille ErbB/HER sont des protéines transmembranaires appartenant à la 

classe I des RTK (figure 1.1). Cette classe est composée de 4 membres à savoir : 

ErbB1/HER1 ou récepteur au facteur de croissance de l’épiderme (EGFR), premier RTK 

purifié et cloné (Ullrich et al. 1984) ; ErbB2/HER2 (ou p185 c-ErbB2) également appelé Neu 

chez le rat (ces 2 récepteurs de 1255 et 1257 acides aminés respectivement partagent 88% 

d’homologie sur l’ensemble de leur séquence : alignement réalisé avec ClustalW), 

ErbB3/HER3 (Kraus et al. 1989; Plowman et al. 1990) et ErbB4/HER4, le plus récent 

(Plowman et al. 1993). 

Comme les autres récepteurs RTK, les récepteurs de la famille ErbB sont exprimés dans une 

grande variété de tissus (Srinivasan et al. 1998). Par exemple, ces récepteurs sont fortement 

exprimés dans le mésenchyme épithélial et le tissu neuronal. Ils sont impliqués dans plusieurs 

processus biologiques tels que la prolifération, la différenciation, la migration et la survie 

cellulaire (voir figure 1.2). Ils sont aussi impliqués dans le développement des glandes 

mammaires pendant la puberté et la grossesse (Marmor et al. 2004). L’absence de ErbB1 est 

souvent liée à des anomalies au niveau cérébral, placentaire et au niveau des structures 

épithéliales (Miettinen et al. 1995; Sibilia and Wagner 1995) tandis que celle de ErbB3, 

conduit à une absence de cellules de Schawnn et à de graves neuropathies (Riethmacher et al. 

1997). Les récepteurs ErbB2 et ErbB4 sont impliqués aussi dans le développement cardiaque 

et cérébral (Gassmann et al. 1995; Lee et al. 1995).  

La dérégulation de la signalisation des récepteurs ErbB entraîne de nombreuses pathologies 

humaines (cancer du sein, poumon,…) (Alroy and Yarden 1997) en particulier dues à 

l’implication de ErbB1 et ErbB2. 

Ces récepteurs sont composés de trois parties. Un domaine extracellulaire (portant le site de 

fixation du ligand) relié au domaine intracellulaire (présentant une partie tyrosine kinase) par 

un simple segment transmembranaire (Olayioye et al. 2000). Je présente ici un état des lieux 

des connaissances sur la structure de ces récepteurs et leurs domaines. 

Comme la plupart des RTK, c’est la fixation du ligand qui activerait ces récepteurs entraînant 

l’homo ou l’hétéro dimérisation. On connaît actuellement une douzaine de ligands se fixant 

sur les 4 récepteurs de la famille ErbB, offrant un grand nombre de combinaisons possibles, 

procurant ainsi une grande diversité des voies de signalisation (Gullick 2001).  

La cible de mes travaux est l’association hétérodimérique des domaines TM des récepteurs 

ErbB. 
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A  Structure 

 

Les récepteurs ErbB2, ErbB3 et ErbB4 présentent une assez forte homologie de séquence sur 

l’ensemble du récepteur ErbB1 de 40 à 50% selon l’alignement réalisé avec ClustalW : 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html). Les domaines tyrosine kinase possèdent un haut 

degré d’homologie (> 58%) (Peles and Yarden 1993) alors que les domaines extracellulaires 

sont moins conservés (figure 1.4). Les différences de séquences des domaines extracellulaires 

expliquent leur différence dans la spécificité pour la fixation du ligand (Normanno et al. 

2003). 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.4 : Illustration schématique et homologie des récepteurs de la famille de ErbB avec le récepteur 
ErbB1/EGFR ou HER1. D’après (Peles and Yarden 1993). 

 

La figure 1.5 représente une illustration du récepteur ErbB1 ou EGFR montrant les trois 

domaines caractéristiques des RTK. Le domaine extracellulaire fait environ 620 résidus et est 

relié au domaine cytoplasmique (∼ 532 résidus) par une courte hélice transmembranaire (∼ 23 

résidus). 

 

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

domaines de ces récepteurs grâce notamment à la cristallographie.  
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Figure 1.5 : Topologie de EGFR. Les 4 récepteurs ErbB sont des glycoprotéines avec une seule hélice 
transmembranaire (~ 23 résidus environ), reliant le domaine extracellulaire (~ 620 résidus environ) au domaine 
intracellulaire (~ 532 résidus environ). Les sous domaines II et IV (en orange) représentent les régions riches en 
cystéine. L’EGF (en bleu) se fixe sur la surface formée par les domaines I et III. Les symboles S et R 
représentent respectivement le site d’interaction du domaine tyrosine kinase avec le substrat et les facteurs de 
régulation. D’après (Ullrich and Schlessinger 1990). 
 

Les données structurales des différents domaines de ces récepteurs sont de plus en plus 

nombreuses. Le tableau 1.2 est un résumé de quelques structures obtenues par RX et 

répertoriées dans la PDB. Le récepteur ErbB1, seul ou en complexe est le plus étudié. 
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Récepteur Code 
PDB 

Titre Résolution 
(RX) en Å 

Date Auteurs 

2J5F Crystal structure of EGFR kinase domain in complex 
with an irreversible inhibitor 13-JAB* 

3.00 27-02-07 (Blair et al. 2007) 

1XKK EGFR kinase domain complexed with a quinazoline 
inhibitor- GW572016* 

2.40 07-12-04 (Wood et al. 2004) 

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

2GS7 Crystal Structure of the inactive EGFR kinase domain in 
complex with AMP-PNP* 

 
 

2.60 
 

2GS2 Crystal Structure of the active EGFR kinase domain 2.80 

 
 

20-06-06 

 
 
(Zhang et al. 2006) 

2J6M Crystal structure of EGFR kinase domain in complex 
with AEE788* 

3.10 

2ITP Crystal Structure of the active EGFR kinase domain 
G719S mutation in complex with AEE788* 

2.74 

2ITU Crystal Structure of the active EGFR kinase domain 
L858R mutation in complex with AFN941* 

2.80 

2ITW Crystal Structure of the active EGFR kinase domain in 
complex with AFN941* 

2.88 

2ITX Crystal Structure of the active EGFR kinase domain in 
complex with AMP-PNP* 

2.98 

2ITY Crystal Structure of the active EGFR kinase domain in 
complex with IRESSA* 

3.42 

 
 
 
 
 
 

03-04-07 

 
 
 
 
(Yun et al. 2007) 

1M14 Tyrosine Kinase Domain from Epidermal Growth 
Factor Receptor 

1M17 Epidermal Growth Factor Receptor tyrosine kinase 
domain with 4-anilinoquinazoline inhibitor erlotinib 

 
 

2.60 

 
 

04-09-02 

 
 
(Stamos et al. 2002) 

1MOX Crystal Structure of Human Epidermal Growth Factor 
Receptor (residues 1-501) in complex with TGF-alpha 

2.50 10-09-03 (Garrett et al. 2002) 

1IVO Crystal Structure of the Complex of Human Epidermal 
Growth Factor and Receptor Extracellular Domains. 

3.30 16-10-02 (Ogiso et al. 2002) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ErbB1 

1YY9 Structure of the extracellular domain of the epidermal 
growth factor receptor in complex with the Fab 
fragment of cetuximab/Erbitux/IMC-C225* 

 
2.61 

 
26-04-05 

(Li et al. 2005) 

1MFG The Structure of ERBIN PDZ* domain bound to the 
Carboxy-terminal tail of the ErbB2 Receptor 

1.25 21-01-03 (Birrane et al. 2003) 

1N8Z Crystal structure of extracellular domain of human 
HER2 complexed with Herceptin Fab 

2.52 18-02-03  (Cho et al. 2003) 

1S78 Insights into ErbB signaling from the structure of the 
ErbB2-pertuzumab complex 

3.25 27-04-04 (Franklin et al. 2004) 

 
 
 
 

ErbB2 
 2A91 Crystal structure of ErbB2 domains 1-3 2.50 26-07-05 (Garrett et al. 2002) 

ErbB3 1M6B Structure of the HER3 (ERBB3) Extracellular Domain 2.60 02-08-02 (Cho and Leahy 2002) 

ErbB4 2AHX Crystal structure of ErbB4/HER4 extracellular domain 2.40 27-09-05 (Bouyain et al. 2005) 

 

Tableau 1.2 : Exemple de quelques structures obtenues par cristallographie des rayons X des différents 
domains des récepteurs ErbB issus de la Protein Data Bank (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 régions : I, II, III et IV ( figure 1.5) (Jorissen et al. 

2003; Ullrich and Schlessinger 1990). L’extrémité N-terminale de ce domaine possède un 

peptide signal de 20 résidus. La région I est constituée de 140 résidus. Les régions, II et IV, 

sont riches en cystéines et séparées par la partie III. Ces domaines II et IV ne forment pas de 

pont disulfure (Bazley and Gullick 2005).  

Les domaines I et III présentent une homologie d’environ 40% entre les récepteurs tandis que 

les domaines II et IV présentent une homologie voisine de 50% (Peles and Yarden 1993).  

 

Ces dernières années une percée importante a été effectuée dans l’étude structurale du 

domaine extracellulaire de ces récepteurs. Ogiso et collaborateurs ont obtenu la structure 

cristallographique du récepteur EGFR lié à l’EGF (code PDB : 1IVO) (Ogiso et al. 2002) 

tandis que d’autres auteurs l’ont cristallisé avec le TGFα (Ferguson et al. 2003; Garrett et al. 

2002). Ils montrent l’implication des domaines I et III dans la fixation de ligand.  

Les structures du domaine extracellulaire de Neu seul (code PDB : 1N8Y) et de ErbB2 

complexé avec l’herceptine (code PDB : 1N8Z) sont aussi obtenues avec une résolution de 2.4 

Å et 2.5 Å respectivement par Cho et collaborateurs grâce à des études cristallographiques 

(Cho et al. 2003). L’herceptine, molécule anti-cancéreuse dirigée contre ErbB2, se lie sur la 

portion C-terminale du domaine IV du récepteur ErbB2, en un site incluant la boucle étendue 

du domaine II dans l’état inactivé de ErbB1 et ErbB3.  

La comparaison des structures des domaines extracellulaires de ErbB2, ErbB3 (Cho and 

Leahy 2002) et ErbB1 (figure 1.6 a) (Ferguson et al. 2003; Garrett et al. 2002) indique que 

les domaines I et II et les domaines III et IV conservent la même orientation relative. Mais 

l’orientation de la paire I-II est très différente de celle de la paire III-IV. Le changement 

conformationnel implique des mouvements de corps rigides de la paire I-II relativement à la 

paire III-IV autour d’un pivot situé entre les domaines II et III (Cho et al. 2003). La 

superposition des structures des domaines extracellulaires de ErbB2 et ErbB3 est représentée 

dans la figure 1.6 b.  
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Figure 1.6 : Représentation de la structure du domaine extracellulaire a) de ErbB1/EGFR (code PDB : 
1MOX). D’après (Garrett et al. 2002) ; b) de ErbB2 (code PDB : 1N8Z) en vert et de ErbB3 (1M6B) en rouge 
après superposition des domaines III et IV. La flèche indique la relation étroite en les domaines II et IV du 
récepteur ErbB3. D’après (Cho et al. 2003). 
 

La proximité et l’orientation relative entre les domaines I et III de ErbB2 sont très similaires 

au réarrangement des domaines observés dans la structure de l’EGFR complexé avec le TGF-

α ou l’EGF. Le récepteur ErbB2 est en configuration ouverte alors que les autres récepteurs 

en absence de ligand sont en configuration fermée. ErbB1 adopte une configuration ouverte 

similaire à celle adoptée par ErbB2 après fixation du ligand. La configuration fermée est 

caractérisée par des contacts étroits entre les domaines II et IV et la configuration ouverte par 

des contacts étroits entre les domaines I et III. La configuration ouverte est plus favorable à la 

dimérisation via les boucles des domaines II et IV. L’absence d’affinité de ErbB2 pour un 

ligand peut-être expliquée par sa structure ouverte qui ne requiert pas la fixation de ligand 

pour relâcher la conformation auto-inhibée (ou fermée). Dans cette configuration, ErbB2 est 

capable d’interagir avec les autres partenaires d’où son rôle de co-récepteur avec chaque autre 

récepteur en absence de liaison directe avec le ligand. L’absence de conformation auto-

inhibée de ErbB2 explique son potentiel transformant quand il est surexprimé. 

Franklin et collaborateurs ont résolu en 2004, la structure cristallographique du domaine 

extracellulaire de ErbB2 complexé avec un fragment de pertuzumab (Franklin et al. 2004). 

Comme le trastuzumab, le pertuzumab est un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur 

ErbB2 (Vajdos et al. 2002).  

La structure de ce complexe ErbB2/pertuzumab a été obtenue avec une résolution de 3.2 Å. 

Le pertuzumab se fixe spécifiquement sur le récepteur ErbB2 (pas de fixation spécifique sur 

b) 

    ErbB2  ErbB3  

II 

II 
I 

III  IV 

I 

a) 

II 

I 
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Neu). Sa fixation bloque la boucle de dimérisation de ErbB2 et empêche ainsi 

l’hétérodimérisation avec l’EGFR ou ErbB3 comme le montre la figure 1.7. 

La structure du domaine extracellulaire de ErbB2 couplé au pertuzumab (Franklin et al. 2004) 

est très similaire à la structure seule et dans le complexe avec le trastuzumab (Cho et al. 

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

rapport au reste de la protéine.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

La récente structure cristallographique du récepteur ErbB4 (figure 1.8 a) obtenue en 

l’absence de ligand complète les données sur ce domaine (Bouyain et al. 2005). Les auteurs 

ont montré que ce récepteur adopte une conformation similaire à la forme inactive de ErbB1 

et ErbB3. Ils démontrent que tous les récepteurs de cette famille adoptent une conformation 

auto inhibée en l’absence de ligands. Contrairement à la fixation de l’EGF et du TGF sur le 

récepteur ErbB1, une diminution du pH n’affecte pas la fixation du ligand NRG1 sur les 

récepteurs ErbB3 et ErbB4 et celle du ligand BTC sur les deux récepteurs ErbB4 et ErbB1. 

Ces résultats montrent un important rôle du ligand dans la détermination de la fixation pH 

dépendante et expliqueraient les différentes réponses obtenues quand le même récepteur ErbB 

est stimulé par différents ligands (Bouyain et al. 2005). Dans la forme inactive, le 

réarrangement des domaines du récepteur ErbB4 est guidé par une boucle en épingle à 

cheveux de 20 Å (figure 1.8 b). Ce contact entraîne l’inaccessibilité d’une surface équivalente 

Figure 1.7 : Hétérodimérisation de l’EGFR 
avec ErbB2 en présence ou non du pertuzumab.  
Les surfaces des régions extracellulaires de ErbB2 et 
EGFR sont représentées avec les domaines I, II, III 
et IV respectivement en vert, bleu, violet et gris. 
L’EGFR est toujours placé du côté gauche et ErbB2 
à droite. L’EGF est on orange et le pertuzumab en 
rose (D). La membrane lipidique est sous forme de 
sphères et le domaine transmembranaire est 
représenté par une hélice noire. Les régions 
intracellulaires sont en jaune et vert pour l’EGFR et 
ErbB2 respectivement. 
A :  monomère EGFR sans molécule de ligand fixé 
en proximité de ErbB2. Le domaine extracellulaire 
de EGFR est dans une conformation fermée qui ne 
permet pas la dimérisation. 
B : Dimèrisation de EGFR - ErbB2 via leur boucle 
de dimérisation. 
C : EGFR après fixation du ligand EGF (en orange) 
est en configuration ouverte, avec exposition des 
boucles de dimérisation.  
D : la fixation du pertuzumab sur ErbB2 bloque 
l’hétérodimérisation en empêchant la boucle de 
dimérisation de l’EGFR d’interagir avec ErbB2. 
D’après (Franklin et al. 2004). 

Extracellulaire  

Intracellulaire  

A B 

Intracellulaire  

Extracellulaire  

C D 
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à 674 Å2 avec des paramètres comparables à ceux observés pour les récepteurs ErbB1 (Cho 

and Leahy 2002) et ErbB3 inactifs (Ferguson et al. 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.8 : Structure de ErbB4. a) Représentation en ruban de ErbB4. Les domaines I, II, III, et IV sont 
respectivement en bleu, vert, jaune, et rouge. N et C correspondent aux extrémités N et C. b) Représentation en 
surface de ErbB4. Les contacts entre les domaines II et IV sont encadrés. Code PDB : 2AHX. D’après (Bouyain 
et al. 2005). 
 

Les structures cristallographiques obtenues permettent une meilleure compréhension de la 

fixation du ligand et de la dimérisation de ces récepteurs. Toutefois ces données sont à 

prendre avec précaution dans la mesure où : 

- Les structures sont souvent obtenues à des températures différentes de celle du milieu 

biologique. 

- Ce sont uniquement des structures du domaine extracellulaire. La dimérisation de ces 

récepteurs implique aussi les parties transmembranaire et cytoplasmique. 

 

2 Domaine intracellulaire 

 

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

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

 

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

aminés. Ce domaine contient des sites phosphorylés par des protéines à activité tyrosine 

a) b) 
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kinase et des résidus basiques qui peuvent influencer la dimérisation des récepteurs ErbB 

(Aifa et al. 2005; Aifa et al. 2006). 

 

Le domaine TK est très bien conservé entre les récepteurs ErbB1, ErbB2 et ErbB4. En effet 

l’alignement des séquences révèle une homologie d’environ 80% entre ces récepteurs alors 

qu’elle est de 58% entre ErbB1 et ErbB3 (alignement réalisé avec ClustalW : 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw), (figure 1.4.), (Peles et al. 1993). ErbB3 présente des 

substitutions au niveau de quatre résidus importants du domaine TK (résidus conservés pour 

l’ensemble des RTK) qui pourraient être liées à une activité enzymatique pour ErbB3 

(Carraway and Cantley 1994). Cette homologie de séquences suggère que les domaines TK 

des récepteurs de la famille EGFR adoptent une structure très similaire. 

Le domaine cytoplasmique est une région importante pour la transmission du signal des 

récepteurs via les réseaux de signalisation intracellulaire, et aurait au moins un rôle 

stabilisateur dans la formation des dimères. Il a été montré que des mutants EGFR dépourvus 

de la partie extracellulaire forment des dimères avec une activité kinase, capables de 

s’autophosphoryler (Chantry 1995). Des études montrent que les domaines intracellulaires des 

récepteurs EGFR peuvent s’associer pour former des structures énergétiquement favorables 

en présence d’une membrane qui stabiliserait le dimère du fait de la distribution des charges 

électriques (Chantry 1995; Kokai et al. 1989; Murali et al. 1996). 

 

Des études structurales ont été réalisées sur ce domaine intracellulaire (Stamos et al. 2002 ; 

Zhang et al. 2006). 

Ainsi, en 2002, Stamos et collaborateurs ont résolu la structure du domaine TK du récepteur 

EGFR (code PDB : 1M14) par cristallographie aux rayons X (Stamos et al. 2002). Cette 

structure, incluant 40 acides aminés de la queue C-terminale, complexée ou non avec 

l’erlotinib a été déterminée à 2.6 Å de résolution. L’erlotinib (ou Tarceva) est un agent anti-

cancéreux actuellement utilisé dans la lutte contre certains cancers mais reste encore en essai 

pour d’autres types de cancers (voir  annexe 1). 

Le domaine kinase est constitué de deux lobes. Le lobe N-terminal est composé de feuillets β 

et d’une hélice α. Il inclut une boucle riche en glycine qui permet la fixation des nucléotides 

phosphates. Le lobe C-terminal adopte une organisation en hélice α et comprend la boucle 

activatrice, la boucle catalytique et le motif DFG. Ils sont séparés par un sillon, site de 
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fixation de l’ATP ou de ses analogues. La structure générale du domaine kinase de l’EGFR 

complexé avec l’erlotinib est représentée dans la figure 1.9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.9 : Structure du domaine tyrosine kinase de l’EGFR avec ses principales caractéristiques (code 
PDB : 1M14).  
L’erlotinib est situé dans le sillon séparant le lobe N-terminal du lobe C-terminal. D’après (Stamos et al. 2002). 
 

Le lobe N-terminal a une structure tertiaire très similaire à celle observée dans les autres RTK 

(le RMSD calculé sur les Cα entre la structure de l’EGFR et du FGFR est de 1.2 Å). 

L’absence du motif de deux résidus WE, présent dans d’autres kinases telles que le récepteur 

à l’insuline (InsulinR) (Hubbard 1997), le FGFR (Mohammadi et al. 1996) et la lymphocyte 

tyrosine kinase (Lck) (Yamaguchi and Hendrickson 1996) ne modifie pas l’activité de ce 

lobe. Ce motif WE permet d’importantes stabilisations structurales et apparaît comme une 

frontière entre le domaine kinase et le domaine juxtamembranaire. Dans l’EGFR ce motif est 

remplacé par les résidus Arg et Ile qui conduisent à un effet identique. 

Le lobe C-terminal a une structure également similaire à celle décrite dans d’autres structures 

(RMSD entre le lobe C-terminal de EGFR et celui de IR et Lck est de 1.1 Å).  

La boucle activatrice dans les RTK change de conformation après phosphorylation d’une 

tyrosine ou d’une thréonine. La structure de la boucle activatrice de EGFR avec ou sans 

inhibiteur diffère significativement des boucles activatrices non phosphorylées des autres 

RTK. Vers la fin du lobe C, le motif LVI régule la transphosphorylation des substrats 

tyrosines. Le site catalytique tyrosine kinase est également très conservé (RMSD entre 

l’EGFR, l’IR et le FGFR est de 0.1 Å). Le motif DFG, important et très conservé, occupe le 

site de fixation de l’ATP et adopte le même arrangement que dans le récepteur à l’insuline 

(Stamos et al. 2002). 
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Récemment, Zhang et collaborateurs (Zhang et al. 2006) ont montré, suite à des études 

cristallographiques et biochimiques, que la kinase de ErbB1 est activée par un mécanisme 

allostérique. Dans ce mécanisme, le lobe C du domaine kinase d’un des récepteurs dans le 

dimère forme un contact spécifique avec le lobe N du domaine kinase de l’autre récepteur 

pour l’activer formant ainsi un dimère asymétrique. Ce mécanisme explique pourquoi le 

récepteur ErbB3, dépourvu d’activité kinase intrinsèque, est capable d’activer les autres 

membres de la famille ErbB (Hubbard and Miller 2007). 

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

l’ensemble des RTK (Dougall et al. 1994). Du fait de leur faible homologie, la modélisation 

de la structure de cette région est limitée. Néanmoins, les modèles du domaine TK de l’EGFR 

obtenus par homologie et simulations de dynamique moléculaire à partir des structures 

cristallographiques du domaine TK du récepteur à l’insuline suggèrent un repliement de cette 

queue pour interagir avec le site actif du domaine kinase opposé (Groenen et al. 1997). 

 

 

3 Le segment transmembranaire 

 

Les premiers travaux qui ont montré l’implication du domaine TM dans la dimérisation et 

l’activation de ces récepteurs datent d’une vingtaine d’années (Bargmann et al. 1986; Weiner 

et al. 1989). En plus de son rôle de lien entre les deux domaines extra- et intracellulaire, le 

domaine transmembranaire contribue à la dimérisation des récepteurs ErbB.  

 

Le domaine TM des récepteurs ErbB est constitué d’environ 25 résidus hydrophobes. Ce 

domaine structuré en hélice α a fait l’objet de plusieurs études expérimentales comme par 

exemple celles de (Deber and Li 1995; Miloso et al. 1995; Smith et al. 1996). 

 

L’importance du domaine TM a été mise en évidence suite à la découverte de la forme 

oncogénique de Neu, résultant de la mutation ponctuelle Val664 en Glu664 dans ce domaine 

(Bargmann et al. 1986; Bargmann and Weinberg 1988). 

Le mécanisme par lequel cette mutation active le récepteur n’est pas connu. Sternberg et 

Gullick ont proposé un modèle basé sur des considérations stéréochimiques supposant que 

cette mutation stabilise les interactions entre les hélices α correspondant aux domaines TM 

(Sternberg and Gullick 1989).  
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En effet, ils ont proposé un modèle dans lequel, en considérant la conformation du domaine 

TM structuré en hélice α, le groupe carboxyle de Glu 664 de l’hélice d’un récepteur forme 

une liaison hydrogène (LH) avec l’oxygène du groupe carbonyle de l’Ala 661 de l’hélice α du 

second récepteur. Une autre liaison hydrogène symétrique est formée entre l’oxygène du 

groupe carbonyle de Ala 661 du domaine TM du premier récepteur avec le groupe carboxyle 

de Glu 664 du domaine TM du second récepteur (figure 1.10 a). Ainsi, cette dimérisation 

accrue de l’oncogène Neu mimerait une association des récepteurs induite par leur ligand et 

entraînerait une activation constitutive de l’activité TK (Sternberg and Gullick 1989). Un 

second modèle complémentaire à celui de Sternberg et Gullick a été proposé par Smith et 

collaborateurs qui ont étudié les séquences TM des récepteurs Neu sauvage et oncogénique 

par des techniques de spectroscopie infrarouge polarisée et de RMN (Smith et al. 1996). Les 

résultats de cette étude suggèrent l’existence de liaisons hydrogène fortes entre les chaînes 

latérales des résidus Glu 664 (figure 1.10 b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.10 : Représentation schématique des interactions de liaisons hydrogène (LH) entre les hélices 
transmembranaires.  
a) Les chaînes latérales protonnées de Glu 664 d’une hélice forment des LH avec le groupement carbonyle de 
Ala 661 de l’hélice opposée. D’après (Sternberg and Gullick 1989). 
b) les chaînes latérales protonnées des résidus Glu 664 forment des LH entre elles (Smith et al. 1996). 
 

C’est dans la partie N-terminale du domaine TM de Neu, reconnue pour induire une 

dimérisation des hélices TM qu’est localisé le résidu Valine 664 à l’intérieur d’une séquence 

consensus (Sternberg and Gullick 1990).  

 

Goetz et collaborateurs ont étudié, la structure du domaine TM de Neu, homologue de ErbB2 

(Goetz et al. 2001). Par dichroïsme circulaire il est montré que ce domaine solubilisé dans le 

TFE (trifluoroéthanol) ou incorporé dans des solutions micellaires de SDS (sodium dodécyl 

sulfate) et d’eau ou dans des bicelles composées de mélange de DMPC (dimiristoyl-
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phosphatidylcholine) / DCPC (dicaproyl-phosphatidylcholine) bien hydratées, adopte une 

structure hélicoïdale pour environ 80% de ses acides aminés. L’étude par RMN du proton en 

solution dans du TFE, montre une hélice α régulière présentant une déformation π sur deux 

tours (Ile 671-Gly 677) couvrant la région riche en valines (Val 673-Val 676). La figure 1.11 

représente la structure du domaine transmembranaire de Neu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Récemment, Houliston et collaborateurs ont mis en évidence de façon moins marquée la 

présence de la hernie π dans le segment TM de Neu. Ainsi, ils ont observé par RMN en 

solution dans le TFE et dans des micelles de DPC (dodécylphosphocholine) une différence 

structurale entre le segment TM sauvage et muté Val664/Glu (Houliston et al. 2003, 2004). 

Ces résultats ont été confirmés dans nos études antérieures (voir annexe 2) (Samna Soumana 

et al. 2005).  

 

Le domaine TM des récepteurs ErbB2 ou Neu a été largement étudié au sein de l’équipe 

(Duneau et al. 1999; Duneau et al. 1999; Duneau et al. 1997; Duneau et al. 1996; Garnier et 

al. 1997; Garnier et al. 1994; Sajot et al. 1999; Sajot and Genest 2000, 2001).  

Les premières études de dynamique moléculaire sur le récepteur Neu/ErbB2 ont été réalisées 

sans tenir compte de l’environnement membranaire. Les simulations in vacuo sont une 

approximation valable de cet environnement membranaire si l’on compare les constantes 

diélectriques relatives (dans le vide ε = 1 et dans la membrane ε = 2-4). 

Garnier et collaborateurs ont montré que le peptide ErbB2 muté Val659/Glu est plus flexible 

que son homologue sauvage (Garnier et al. 1994). Toutefois, la structure hélicoïdale de ces 

Figure 1.11 : Superposition des 5 structures minimisées 
(séquence de 35 résidus : E650- R684) du segment TM de Neu, 
après modélisation (code PDB : 1IIJ). Meilleure superposition 
des structures entre les résidus V656 et K681 avec un RMSD de 1 Å 
calculé sur les atomes du squelette peptidique. Le motif α π α est 
indiqué. Hélice α LH : COi et NHi+4  Hélice π LH : COi – NHi+5.  
D’après (Goetz et al. 2001).  
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deux peptides est conservée, néanmoins il apparaît des changements conformationnels tels 

une transition α � π, au niveau du site de la mutation et en aval, ces résultats sont aussi 

observés dans le cas de Neu sauvage et muté (Samna Soumana et al. 2005) (voir  annexe 2). 

La présence de déformation π a été également observée dans le cas de ErbB2 sauvage et muté 

Val659/Glu (Duneau et al. 1996). Elles sont observées aussi bien dans le vide que dans un 

environnement lipidique composé de DLPE (dilauroyl-phosphatidylethanolamine), ou de 

DMPC (Dimirystoyl-phosphatidylcholine) (Duneau et al. 1997; Duneau et al. 1996; Samna 

Soumana et al. 2005). L’origine de la déformation vient de la succession de résidus β 

branchés (comme les résidus valine) suivis d’une glycine, qui agissent comme déstabilisateur 

de la structure en hélice α. D’autres séries de simulations ont montré que la mutation 

oncogénique n’empêche pas la transition locale α � π.  

 

Par mécanique et dynamique moléculaires la recherche des modèles d’homodimérisation des 

segments TM de Neu, ErbB2 proto-oncogénique et oncogénique a été effectuée en se basant 

sur les données biologiques (Duneau et al. 1999; Duneau et al. 1999; Duneau et al. 1997; 

Duneau et al. 1996; Garnier et al. 1997; Garnier et al. 1994; Sajot et al. 1999; Sajot and 

Genest 2000, 2001). Il a été montré que les hélices ont une préférence pour les interactions de 

type gauche. Le modèle de dimère muté Val659/Glu est stabilisé par des liaisons hydrogène 

inter-hélices entre les chaînes latérales de Glu, en accord avec les résultats expérimentaux 

(Smith et al. 1996). Le rôle du motif VEG a été mis en évidence pour l’association des hélices 

TM. Au cours de ces simulations, différents modes d’association des hélices TM de ErbB2 

ont été observés, et sont également décrits par les techniques Monte Carlo (Kim et al. 2003). 

Dans la plupart des simulations sur les dimères, les hélices présentent des hernies π. 

 

L’étude des homodimères du domaine TM des récepteurs ErbB2/Neu dans un environnement 

membranaire formé de DMPC (Aller et al. 2005) ou de POPC (Palmitoyloléyl-

phosphatidylcholine) (Aller et al. 2006) a fait l’objet d’une thèse effectuée par Pierre Aller. 

 

4 Le récepteur entier 

 

Il n’existe pas de structure cristallographique complète des récepteurs de la famille ErbB. 

Seules des informations structurales « morcelées » sur les domaines extracellulaire, 
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intracellulaire et transmembranaire sont disponibles, mais permettent l’ébauche d’une vision 

globale de la structure de ces récepteurs.  

Récemment des auteurs (Bagossi et al. 2005) ont proposé un modèle de la structure complète 

du récepteur ErbB2 complexé à l’herceptine Fab obtenu par modélisation par homologie. Les 

données utilisées sont comparées à celles de Duneau et collaborateurs (Duneau et al. 2007) et 

résumées dans le tableau 1.3 suivant. Les deux structures obtenues sont représentées sur la 

figure 1.12. 

Les auteurs ont utilisés pratiquement les mêmes données même si pour le domaine TM, 

Bagossi et collaborateurs ont fait appel à plusieurs structures contrairement à Duneau et 

collaborateurs. De plus ces derniers n’ont pas inclut la partie intracellulaire de ces récepteurs. 

 

La structure dimérique du domaine extracellulaire est compatible avec la structure dimérique 

du domaine TM. Le modèle suggère une rélation étroite entre ces deux domaines (Duneau et 

al. 2007). De plus, ils montrent des hélices du domaine TM et une autre boucle du second 

domaine riche en cystéine à l’interface.  

 

 

Données utilisées (Bagossi et al. 2005) (Duneau et al. 2007) 

 

Domaine extracellulaire 

Combinaison des structures : 

- 1M6B (Cho and Leahy 2002; Ogiso et al. 

2002) 

- 1IVO (Cho and Leahy 2002; Ogiso et al. 

2002) 

Combinaison des structures : 

- 1M6B (Cho and Leahy 2002; Ogiso et al. 

2002) 

- 1IVO (Cho and Leahy 2002; Ogiso et al. 

2002) 

 

 

 

Domaine TM 

Combinaison des structures : 

- 1IIJ (Goetz et al. 2001) 

- 1AFO (MacKenzie et al. 1997) 

- 1PRC (Deisenhofer et al. 1995) 

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

- 1AFO (MacKenzie 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 pour la modélisation de l’homodimère ErbB1 
(Duneau et al. 2007) et de l’homodimère ErbB2 (Bagossi et al. 2005). 
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Figure 1.12. : Modèles des récepteurs entiers ErbB1 et de ErbB2. 
a) Modèle du dimère ErbB2 complexé à l’herceptine Fab. Représentation en ruban du modèle de la structure 
presque complète du dimère ErbB2 complexé à l’herceptine Fab (en gris) (Bagossi et al. 2005). 
b) Modèle du dimère ErbB1. Les deux domaines solubles de la structure cristallographique sont en gris foncé et 
le domaine riche en cystéine en gris clair. Les quatre résidus du domaine juxtamembranaire sont colorés en noir. 
Le domaine TM est modélisé sur la base de la structure de la GpA (1AFO) (MacKenzie et al. 1997) en utilisant 
comme moule le premier motif SmxxxSm (Sm pour small residue : Gly, Ala, Ser ou Thr et x, un résidu 
quelconque) du récepteur ErbB1. D’après (Duneau et al. 2007). 

a b 
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B  Activation 

 

1 Les ligands 

 

La famille du facteur de croissance de l’épiderme (EGF) est constituée de plusieurs ligands. 

Stein et Staros (Stein and Staros 2006) ont donné une représentation en arbre phylogénétique 

des ligands de la famille de l’EGF chez les vertébrés. Cette étude sur les ligands des 

récepteurs de la famille ErbB est la plus récente. Ces auteurs ont généré un arbre sans racine 

montrant les différents ligands de la famille de l’EGF sous forme de branche (figure 1.13). 

Des différences existent selon la méthode utilisée pour générer l’arbre, toutefois, il y a 

certaines similarités nonobstant la méthode d’analyse utilisée. Généralement, l’arbre sépare 

les ligands du récepteur EGFR de ceux des récepteurs ErbB3 et ErbB4. Une autre 

caractéristique de l’arbre est l’apparition des paires apparentes des ligands suggérant des 

duplications de gène. Par exemple au sein de la branche des ligands du récepteur de l’EGF, 

ces paires sont : TR1/TR2, TGFα/BTC, AR/HB-EGF, et EPR/EGF. 

 

Chez les mammifères, chaque ligand des récepteurs ErbB contient un domaine de type EGF, 

constitué approximativement de 60 acides aminés, nécessaire et suffisant pour l’activation 

(Barbacci et al. 1995), lui conférant sa spécificité de fixation (Holbro and Hynes 2004). Il est 

aussi marqué par l’existence d’un motif structural de type immunoglobuline, de sites de 

fixation de l’héparine et des sites de glycosylation (Normanno et al. 2006).  

 

Cette étude montre que la présence de motifs facilement identifiables permet de discriminer 

les ligands de la famille de l’EGF des modules du type EGF. La famille de l’EGF pourrait 

compter plusieurs nouveaux ligands. Ces résultats suscitent aussi de nombreuses questions sur 

l’évolution de ErbB2 et ErbB3, sur l’activité tyrosine kinase de ErbB3, etc. 
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Figure 1.13 : Arbre phylogénétique des modules EGF des ligands des récepteurs ErbB des vertébrés. 
Cet arbre est généré en utilisant le rapprochement entre voisins avec une correction de Poisson sur des séquences 
protéiques avec MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 3.1 (Kumar et al. 2004). Chaque 
zone ovale colorée correspond à un cluster de ramifications pour un ligand différent. Certains pourcentages 
autosuffisants pour la séparation entre deux familles de ligands sont montrés. Malgré le fait que ces pourcentages 
soient peu fiables pour certaines ramifications de l'arbre, des arbres générés par différentes méthodes de 
correction de la distance ont montré des séparations similaires des ligands du récepteur de l'EGF et des ligands 
de ErbB3/ErbB4. Les positions relatives entre eux sont comparables. Des arbres similaires ont été générés en 
utilisant le groupe de programme Phylip version 3.5 (Felsenstein 1989). D’après (Stein and Staros 2006). 
 

 

La figure 1.14 résume les différentes interactions entre les récepteurs et les principaux 

ligands.  

Le récepteur ErbB2 n’a pas de ligand connu à ce jour (Citri et al. 2003; Citri and Yarden 

2006). L’absence de ligand capable d’activer spécifiquement le récepteur ErbB2 n’a pas 

permis des études directes de la dimérisation, mais sa recherche a abouti à la découverte d’une 

nouvelle famille de molécules : les neurégulines (NRG) ou hérégulines (HRG) qui sont des 

facteurs de différenciation de la protéine Neu, NDF, GGF ou ARIA (Carraway et al. 1997; 

Chang et al. 1997; Harari et al. 1999; Zhang et al. 1997). Ces molécules se présentent sous 

différents isoformes et sont les ligands des récepteurs ErbB3 et ErbB4. 

Plusieurs ligands sont spécifiques de certains récepteurs. Ces ligands peuvent être scindés en 

trois groupes. Ainsi nous avons des ligands reconnus spécialement par ErbB1, ceux qui se 
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fixent sur ErbB1 et ErbB4 et un autre groupe formé de ligands se fixant sur ErbB3 et ErbB4 

(NRG1 et NRG2) ou sur ErbB4 seulement (NRG3 et NRG4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bien que ne se liant pas directement à ErbB2, il a été montré que les ligands EGF et NRG 

peuvent activer ce récepteur par un mécanisme d’hétérodimérisation 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 extracellulaire des récepteurs ErbB induit la formation 

d’homo- ou d’hétéro-dimères puis l’activation du domaine TK (Olayioye et al. 2000). 

L’activation des récepteurs conduit à une phosphorylation des résidus tyrosine de la queue C-

terminale. Une fois phosphorylés, ces résidus sont utilisés comme des sites d’amarage pour 

les protéines contenant les domaines PTB et SH2. C’est ce qui initie le réseau de signalisation 

intracellulaire (Normanno et al. 2006). 

 

ErbB1         ErbB -2   ErbB -3   ErbB -4 

   TR 

Epigène   
EGF         BTC 
AR         HB-EGF 
TGFαααα                                    EPR 

NRG-1 
NRG-2 

Figure 1.14 : Récepteurs ErbB et leurs 
ligands. Les récepteurs ErbB sont décrits 
comme des structures transmembranaires 
multi lobulaires. Le domaine extracellulaire 
comprend 2 parties riches en cystéine 
(domaines II et IV représentés par des 
boucles), impliqués dans la dimérisation 
induite par la fixation de ligand et 2 régions 
sans cystéine (domaines I et III) permettant la 
fixation de facteur de croissance (globule 
noir). Une dizaine de ligands connus peuvent 
se fixer sur les récepteurs de la famille ErbB. 
Il n’existe pas de ligand connu pour le 
récepteur ErbB2. Le domaine TK 
intracellulaire est bi-lobulaire, et est entouré 
par un court domaine juxta membranaire et 
par une longue queue carboxy-terminale 
contenant les sites de phosphorylation des 
tyrosines. Le domaine TK de ErbB3 est 
inactif (porte une croix). D’après (Marmor et 
al. 2004). 
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Bien que la dimérisation induite par la fixation du ligand soit considérée depuis une vingtaine 

d’années comme une étape cruciale de l’activation des récepteurs ErbB, les mécanismes 

d’interactions étaient inconnus jusqu’en 2002 avec la résolution de la structure des domaines 

extracellulaires de ErbB1 (Ferguson et al. 2003; Garrett et al. 2002; Ogiso et al. 2002), ErbB2 

(Cho et al. 2003; Franklin et al. 2004; Garrett et al. 2003), ErbB3 (Cho and Leahy 2002) et 

ErbB4 (Bouyain et al. 2005). Ces structures montrent qu’en absence de ligand, ErbB1, ErbB3 

et ErbB4 sont dans une conformation inactivée au niveau intramoléculaire dans laquelle le 

motif de dimérisation est incapable de permettre les interactions monomère-monomère. Le 

récepteur ErbB1 lié au ligand, et le récepteur ErbB2 (qui n’a pas de ligand connu) sont dans 

une conformation favorable à la dimérisation. Dans cette conformation, le bras de 

dimérisation (une séquence de 10 résidus) est exposé à la surface du récepteur (Linggi and 

Carpenter 2006). Les contacts entre les domaines extracellulaires des deux monomères se font 

principalement au niveau de ce bras de dimérisation, bien que d’autres contacts existent. Des 

expériences de mutagenèse du bras (Garrett et al. 2002; Ogiso et al. 2002) ou de la boucle 

adjacente (Dawson et al. 2005) suppriment l’activation du récepteur mais permettent la 

fixation du ligand. En l’absence de fixation de ligand, ce bras est inactivé par des contacts 

intramoléculaires, empêchant les interactions intermoléculaires des monomères. 

Des mutations supposées relâcher le bras inactivé, augmentent l’affinité de fixation du ligand 

mais ne provoquent ni la dimérisation ni l’activation des récepteurs (Ferguson et al. 2003; 

Mattoon et al. 2004; Walker et al. 2004). Ces résultats montrent que l’exposition de ce bras 

suite à la fixation du ligand est nécessaire mais pas suffisante pour entraîner la dimérisation de 

ces récepteurs. La dimérisation induite par la fixation du ligand est supposée entraîner 

l’activation de la kinase. Ainsi, les domaines cytoplasmiques se retrouvent dans une 

conformation permettant une transphosphorylation.  

 
La dimérisation induite par le ligand est un processus réversible. De ce fait, certains dimères 

se dissocient pour former des monomères. En présence de ligand EGF, certains des 

monomères  phosphorylés vont dimériser pour former des dimères ayant des résidus tyrosine 

phosphorylés (Gamett et al. 1997; Graus-Porta et al. 1997). C’est par ce « trans-mécanisme » 

que le récepteur ErbB2, transphosphorylé et actif après avoir dimérisé avec ErbB1 en 

présence de l’EGF, peut aussi phosphoryler d’autres récepteurs ErbB2 (Spivak-Kroizman et 

al. 1992). Ces monomères phosphorylés peuvent aussi interagir avec un monomère non 

phosphorylé de ErbB3 ou de ErbB4 et les activer pour former un second dimère (Gamett et al. 

1997; Graus-Porta et al. 1997). 
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La dimérisation et l’activation de ces récepteurs impliquent très fortement le domaine TM. 

Ce domaine joue aussi un rôle dans l’internalisation des récepteurs et sur l’affinité du 

récepteur pour son ligand. En outre, il est activement impliqué dans le processus de 

transduction du signal de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule. 

La compréhension du mode d’association des domaines TM de ces récepteurs constitue le 

principal objectif de cette étude. L’association de ces domaines TM se fait de deux 

manières : par homo ou hétérodimérisation. 

 

 

a_  L’homodimérisation  

 

Tandis que les homodimères sont la forme naturelle de ErbB1 et ErbB4, ceux de ErbB3 sont 

inactifs. D’après Holbro et Hynes (Holbro and Hynes 2004), la surexpression du récepteur 

ErbB2 déplace l’équilibre monomère                homodimère conduisant ainsi à l’activation des 

récepteurs sans fixation de ligand. Cette situation est notamment observée dans certains 

cancers (Yarden and Sliwkowski 2001). 

Les études structurales des homodimères du domaine TM des récepteurs de la famille 

ErbB/HER (plus particulièrement de ErbB2) ont été initiées au sein de l’équipe par Norbert et 

Monique (Garnier et al. 1997). Elle repose sur le modèle proposé par Popot et Engelman 

(Popot and Engelman 1990). Dans ce modèle, deux hélices préformées vont s’associer pour 

former un dimère stable. 

Ces premières simulations des dimères de ErbB2 ont été conduites en l’absence 

d’environnement membranaire (Garnier et al. 1997) puis dans un modèle de membrane formé 

de DMPC (Garnier et al. 2003). Récemment des simulations des homodimères du domaine 

TM de Neu sauvage et muté ont été effectuées dans de modèles de membrane de DMPC 

(Aller et al. 2005) et de POPC (Aller et al. 2006) au cours de la thèse de Pierre Aller.  

Je ne reviendrai donc pas sur les homodimères. 

 

b_  L’hétérodimérisation  

 

Sous l’influence des ligands, les 4 récepteurs de la famille ErbB peuvent s’associer pour 

former soient des homodimères soient des hétérodimères (Alroy and Yarden 1997). Bien que 
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les homodimères actifs soient les formes naturelles pour ErbB1 et ErbB4, la formation d’un 

hétérodimère suite à la fixation d’un ligand est souvent observée. 

Plus particulièrement, l’hétérodimérisation stimulée par un ligand est un pré-requis pour une 

signalisation activée par les récepteurs ErbB2 et ErbB3 (Harari and Yarden 2000). ErbB2, une 

fois stimulé, est seulement recruté comme co-récepteur avec un autre membre de la famille 

ErbB (Klapper et al. 1999). En fait, il n’y a pas de ligand connu qui active le récepteur ErbB2. 

Ainsi, la fixation des ligands au récepteur ErbB2 se fait toujours de manière indirecte et fait 

intervenir un autre récepteur de cette famille pour former un hétérodimère (Karunagaran et al. 

1996). A l’inverse, ErbB3 lie plusieurs ligands à haute affinité mais, est exempt d’activité 

tyrosine kinase, c’est pourquoi un co-recrutement avec un autre membre de la famille ErbB 

est nécessaire pour être trans-activer (Carraway and Cantley 1994). Une conséquence de ce 

modèle d’hétérodimérisation est qu’un récepteur particulier requiert deux autres composants 

de la signalisation pour initier son activation : un co-récepteur et un ligand de haute affinité. 

Le concept de ce modèle est essentiel à la compréhension des mécanismes liés aux stades 

précoces de certains cancers impliquant ErbB2.  

En effet, ErbB2 n’est pas activé seul mais plutôt en concert avec au moins deux autres 

composants de sa voie de signalisation. Une surexpression d’ErbB2 peut augmenter sa 

capacité à former des hétérodimères avec un récepteur activé par son ligand. En accord avec 

le modèle d’hétérodimérisation, l’activité transformante des mutants Neu/ErbB2 de rongeurs 

dépend de la protéine ErbB coexprimée (Cohen et al. 1996). 

Ainsi, les récepteurs ErbB surexprimés peuvent induire une carcinogenèse essentiellement 

lorsqu’un ligand induit la formation d’un hétérodimère (Harari and Yarden 2000). Alroy et 

Yarden (Alroy and Yarden 1997) ont décrit un certain nombre de combinaisons 

d’hétérodimères possibles au sein de la famille ErbB/HER, ce qui a pour effet d’augmenter la 

diversité des signaux intracellulaires. En 2001, Güllick (Gullick 2001) propose une 

représentation schématique du réseau des couples ligands-dimères des récepteurs ErbB. En 

tenant compte de toutes les formes des récepteurs, 28 dimères sont potentiellement 

observables dans une cellule. Ce nombre est encore plus élevé en prenant en compte les 

ligands impliqués dans cette dimérisation (figure 1.15). 

 

L’hétérodimérisation des récepteurs ErbB est un moyen d’amplification et de diversification 

du signal. Les hétérodimères sont plus puissants et plus mitogéniques que les homodimères 

(Marmor et al. 2004). La preuve de l’hétérodimérisation des récepteurs ErbB vient de la mise 
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en évidence par Stern et Kamps (Stern and Kamps 1988) de la phosphorylation sur les résidus 

tyrosine de ErbB2 suite à la fixation du ligand EGF sur le récepteur EGFR. L’expression 

cellulaire d’une forme mutée de ErbB2 dépourvue d’activité tyrosine kinase peut supprimer la 

signalisation normale de l’EGFR après stimulation par le ligand EGF (Qian et al. 1994). 

Grâce à l’utilisation d’agents pontants bifonctionnels, Wada et collaborateurs ont détecté la 

formation d’hétérodimères ErbB1-ErbB2 (Wada et al. 1990). D’autres hétérodimères 

impliquant les récepteurs de la famille ErbB ont aussi été décrits. Ansi il a été mis en évidence 

une phosphorylation de ErbB2 grâce à une hétérodimérisation avec les récepteurs ErbB3 ou 

ErbB4 suite à la fixation de leur ligand, l’héréguline (Wallasch et al. 1995). Graus-Porta et 

collaborateurs ont aussi montré que ErbB2 était le partenaire privilégié pour s’hétérodimériser 

avec l’EGFR en présence de l’EGF et avec ErbB3 et ErbB4 sous l’effet des NRG (Graus-

Porta et al. 1995). Ces résultats ont été obtenus grâce à l’expression intracellulaire d’anticorps 

monoclonaux, capables d’inhiber la translocation d’ErbB2 à la surface cellulaire. ErbB3 et 

ErbB4 peuvent s’associer avec l’EGFR sous l’action des NRG et des ligands de l’EGFR en 

l’absence de ErbB2. Dans ce cas cependant, on observe une phosphorylation réduite de ces 

récepteurs. Cela suggère un rôle important de ErbB2 dans l’activation complète des autres 

récepteurs ErbB. De plus, l’activité transformante d’ErbB2 est significativement augmentée 

quand ce récepteur est co-exprimé soit avec ErbB1, soit avec ErbB3. Cependant, dans les 

deux cas, les ligands respectifs semblent essentiels (Kokai et al. 1989; Wallasch et al. 1995). 

Li et collaborateurs ont montré que NRG1 induit seulement la trans-phosphorylation entre les 

récepteurs des hétérodimères ErbB2-ErbB3 ou ErbB2-ErbB4. La trans-phosphorylation du 

récepteur ErbB2 a uniquement lieu en présence de ErbB4 et non celle de ErbB3, car ce 

dernier est dépourvu d’activité tyrosine kinase. Il apparaît que les interactions entre les 

hétérodimères ne résultent pas de la cis-phosphorylation de ErbB2 (Li et al. 2007). 
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Figure 1.15 : Représentation schématique du réseau des couples ligands récepteurs ErbB. Les lignes en 
violet clair indiquent les interactions spécifiques entre les récepteurs dimériques et leurs ligands. 
JMa/JMb/CTa/CTb indiquent les différentes formes de ErbB4 après épissage alternatif. Les numéros sous les 
dimères indiquent les récepteurs interagissant ou non avec les différents ligands. D’après (Gullick 2001). 
 

c_  Hiérarchie des hétérodimères 

 

Il y a une certaine hiérarchie dans la formation des hétérodimères des récepteurs ErbB. Cela 

est dicté non seulement par la nature du ligand mais aussi par la composition en récepteurs de 

la cellule. Ainsi, le récepteur ErbB2 est décrit comme étant préférentiellement retrouvé dans 

la formation des hétérodimères (figure 1.16) (Tzahar et al. 1996). Le partenaire principal de 

ErbB2 est le récepteur dépourvu d’activité tyrosine kinase à savoir le récepteur ErbB3. Cette 

forte interaction pourrait être due à une compensation de la déficience en activité TK de 

ErbB3. Ce dimère ErbB2-3 posséderait un potentiel mitogénique bien supérieur à celui des 

autres dimères existant dans cette famille (Pinkas-Kramarski et al. 1996; Tzahar et al. 1996). 

Suite à l’inactivation de ErbB2 il a été constaté une baisse de la phosphorylation de tyrosine 

du récepteur ErbB3. De plus la perte de ErbB3 empêche la surexpression du récepteur 

ErbB2 : cela montre clairement que pour former un hétérodimère, le partenaire privilégié de 

ErbB2 est le récepteur ErbB3 (Citri et al. 2003).  Cet hétérodimère est le plus important 

(Holbro and Hynes 2004), le plus puissant sur le plan mitogénique et aussi le plus répandu 
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(Citri et al. 2003). Les hétérodimères contenant ErbB2 jouent un rôle central aussi bien dans 

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

Pour Tzahar et collaborateurs, la hiérarchie de formation des dimères ErbB est la suivante : 

ErbB2-3 > ErbB2-4 ≈ ErbB2-1 > ErbB1-4 > ErbB1-3. Ces auteurs n’ont pas pu observer de 

dimère ErbB3-4 au cours de leurs études de culture cellulaire et de co-immunoprécipitation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Normanno et collaborateurs trouvent quant à eux que les hétérodimères les plus formés à la 

surface de la cellule sont : ErbB2-3, ErbB2-4 et ErbB1-4 (Normanno et al. 2003). Des études 

récentes montrent une abondance des dimères ErbB2-3 dans des cellules produisant les 

récepteurs ErbB1, 2 et 3. Ces analyses ont été effectuées en présence des ligands EGF ou 

NRG (Shankaran et al. 2006). L’abondance d’un type de dimère est fonction de son affinité de 

dimérisation et aussi de la localisation relative des récepteurs formant ce dimère. Il apparaît 

donc que l’ordre de formation des hétérodimères est proche de celle de Tzahar et 

collaborateurs.  

En 2007, Duneau et collaborateurs ont proposé une autre hiérarchie de formation 

d’hétérodimères des domaines TM des récepteurs ErbB (Duneau et al. 2007). Ces résultats 

sont obtenus suite à des expériences de FRET menées sur les hélices TM des 4 récepteurs 

ErbB. Pour ces auteurs, le dimère préférentiellement formé est ErbB1-2 suivi de ErbB2-3, de 

ErbB1-3, ErbB2-4 et ErbB1-4. L’association des récepteurs ErbB3 et ErbB4 semble la moins 

favorable. 

Certaines combinaisons, particulièrement celles impliquant ErbB2, sont plus efficaces dans la  

division cellulaire du fait de la forte affinité du ligand et de leur stabilité dans la membrane 

cellulaire. Cela augmente aussi la durée du signal (Gullick 2001). 

Figure 1.16 : Hiérarchie des interactions inter - 
récepteurs dans la famille ErbB. Sur la figure les 
récepteurs sont sous forme ovale et les ligands sous 
forme de cône. L’épaisseur de chaque flèche correspond 
à la force de l’interaction entre les récepteurs concernés. 
Bien que toutes les combinaisons entre les récepteurs 
ErbB formant des hétérodimères existent, ceux contenant 
ErbB2 sont prédominants. D’après (Tzahar et al. 1996). 
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La dimérisation est régulée par le niveau d’expression des différents récepteurs ErbB dans la 

cellule. L’hétérodimérisation permet l’amplification du signal mais aussi sa diversification 

(Olayioye et al., 2000). La force et la durée du signal sont influencées par l’affinité du ligand. 

L’activation simultanée de deux types de récepteurs pourrait améliorer la transduction du 

signal par rapport au cas où il y a des homodimères. 

Le domaine TM joue aussi un rôle important dans la dimérisation et la stabilisation du dimère. 

Il est montré que les domaines TM ErbB s’autoassocient fortement en l’absence des domaines 

extracellulaires dans l’ordre suivant : ErbB4-TM > ErbB1-TM ≈ ErbB2-TM > ErbB3-TM 

pour former des homodières (Mendrola et al. 2002). 

Ces interactions pourraient impliquer le motif de dimérisation de type GxxxG présent dans la 

séquence du domaine transmembranaire. Ce même motif est le motif dimérisant de la 

glycophorine A (Russ and Engelman 1999). Cette séquence est retrouvée dans le domaine TM 

de tous les membres de la famille des récepteurs de l’ErbB (voir tableau 2.1 du chapitre 

méthodologie). En plus de ce motif de dimérisation situé en N-terminal, ErbB2 tout comme 

ErbB1 et ErbB4 contiennent un second motif de dimérisation de type GxxxG dans la partie C-

terminale du segment TM (Russ and Engelman 1999; Senes et al. 2004; Senes et al. 2000). 

Chacun de ces motifs pourrait intervenir dans la dimérisation des domaines TM de ErbB2 

dans la membrane cellulaire (Gerber et al. 2004). Le motif en N-terminal serait impliqué dans 

la formation d’hétérodimères alors que le motif en C-terminal serait impliqué dans 

l’homodimérisation des récepteurs ErbB1 et ErbB2.  

 

d_  Dégradation des dimères 

 

La transformation des cellules après surexpression de ErbB2 peut être également due à la 

nature même des ligands à motif EGF. Comme il a été décrit précédemment, ces ligands sont 

bivalents et se fixent avec un premier site très spécifique et très sélectif à un premier 

récepteur. Le second site, lui, est moins sélectif et dans tous les cas fixe ErbB2 (Tzahar et al. 

1997). La présence excessive d’ErbB2 peut donc forcer la formation d’hétérodimère ErbBX-

ErbB2 (X=1, 3, 4) et ainsi servir d’amplificateur du signal (Karunagaran et al. 1996; Klapper 

et al. 1999). 

Il a été montré que les hétérodimères retardaient la dissociation du complexe ligand-récepteur 

(Karunagaran et al. 1996) favorisant le recyclage des récepteurs à la surface cellulaire comme 
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le montre la figure 1.17. Cela permet aussi d’augmenter la durée et l’intensité du signal 

(Lenferink et al. 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.17 : Modèles de recyclage des récepteurs. Les homodimères de ErbB1 formés sous l’action de 
l’EGF sont rapidement endocytés et dégradés avec le ligand au niveau lysosomal terminant ainsi la signalisation. 
En présence de ErbB2 ou ErbB3, les signaux induits par l’EGF sont augmentés. En effet la présence 
d’hétérodimères provoquera la dissociation rapide du complexe ligand–récepteur au moment de l’endocytose. Le 
ligand ira vers une voie de dégradation tandis que le récepteur sera recyclé à la surface de la cellule, prêt à être 
de nouveau activé (Lenferink et al. 1998). 

 

Les homodimères de ErbB1 portant EGF sont dégradés dans les lysosomes alors que les 

hétérodimères sont regénérés à partir de l’endosome. Dans les deux voies d’endocytose (sous 

formes homo- et hétérodimérique) de EGF/ErbB1 il y a une dégradation intracellulaire du 

ligand, soit parce que les hétérodimères relâchent EGF quand le pH diminue, donc au niveau 

des endosomes, soit parce que le complexe ligand-récepteurs est dégradé dans le cas des 

homodimères au niveau des lysosomes. Les récepteurs ErbB sont recyclés à la surface 

cellulaire grâce aux hétérodimères alors qu’ils sont dégradés dans les lysosomes s’ils sont 

sous forme homodimérique. 
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CHAPITRE II : METHODOLOGIE 
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I  Introduction 

 

Les expériences de RMN et de cristallographie nous donnent certes des informations sur la 

structure des systèmes biologiques, mais l’image statique de cette structure doit être 

complétée par des informations sur la dynamique de ces systèmes. Les macromolécules sont 

des systèmes en perpétuel mouvement : ce sont donc des systèmes moléculaires dynamiques. 

Ces données dynamiques sont rendues accessibles grâce aux techniques de mécanique 

moléculaire et de simulation de dynamique. Deux niveaux sont alors à considérer. Tout 

d'abord le niveau microscopique, qui est représenté par le mouvement des atomes, puis le 

niveau macroscopique qui est représenté par les fluctuations globales de la molécule. Ces 

fluctuations ne sont évidemment pas visualisées par une structure tridimensionnelle statique 

puisqu’elle correspond, soit à un seul état piégé dans le cristal, soit à la moyenne de différents 

états présents en solution dans la cuve du spectromètre. Ces mouvements moléculaires sont 

nécessaires au bon fonctionnement des systèmes biologiques. Ils peuvent entraîner un 

changement important de la structure globale et peuvent être dus à la flexibilité d’une région 

particulière de la macromolécule. Ces deux types de mouvements sont interdépendants. Le 

but des simulations numériques est triple. Cette technique permet tout d'abord, au niveau 

microscopique d’étudier les propriétés dynamiques et structurales d’un système. Elle permet 

de ce fait de "mesurer" des grandeurs inaccessibles par l'expérience comme le déplacement 

des atomes, de caractériser les interactions et ceci pour tous les atomes. Un des avantages de 

cette technique est de pouvoir varier très facilement des paramètres physiques difficilement 

modifiables dans l'expérience, telles que la densité, la température, la pression. Enfin, les 

simulations permettent de tester la validité d'une approche expérimentale physique, 

biologique ou biochimique, de cibler les paramètres à l'origine d'un phénomène particulier.  

 

 

Les premières simulations ont été effectuées par Rahman (Rahman 1964) sur l’argon liquide 

en 1964 et sur l’eau liquide en 1971 (Rahman 1971). Celles effectuées sur des 

macromolécules biologiques datent de la fin des années 1970 et ont été réalisées par 

McCammon et collaborateurs (McCammon et al. 1977). La première protéine étudiée est 

l’inhibiteur de la trypsine pancréatique bovine (BPTI), une protéine de 58 résidus durant 9.2 

ps. 
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La formation des complexes hautement spécifiques entre les protéines et l’ADN, les protéines 

et leurs ligands est une nécessité pour presque tous les processus biologiques. La forme tri-

dimensionnelle de ces complexes est souvent la clé pour une compréhension détaillée de la 

façon dont ils réalisent leur tâche spécifique.  

Malgré les progrès technologiques réalisés pour déterminer les structures 3D des protéines 

isolées ou d’autres macromolécules, il existe encore de nombreuses difficultés pour accéder à 

la structure de très gros complexes comme les systèmes membranaires. Les simulations de 

dynamique moléculaire sont intéressantes dans ce domaine pour obtenir des informations 

structurales et d’autres paramètres comme l’élasticité, la diffusion, etc. 

L’application de la dynamique moléculaire aux systèmes biologiques permet 

l’échantillonnage des régions de l’espace conformationnel pouvant être explorées. L’espace 

des configurations n’est pas accessible par la mécanique moléculaire. Cet échantillonnage 

donne à la fois des informations sur la structure et la dynamique interne des molécules. 

Une autre utilisation des techniques de dynamique moléculaire est la recherche des différentes 

conformations d’une macromolécule. Dans ce cas, on s’intéresse plus aux mouvements 

macroscopiques de la molécule qu’aux mouvements microscopiques. La structure d’une 

molécule biologique fluctue autour d'une position moyenne. Cette notion de mouvement n’est 

pas accessible directement par les techniques de détermination de structure. C'est à ce niveau 

que la dynamique moléculaire intervient pour donner une image non statique d'une structure 

établie par RMN ou par cristallographie aux rayons X. Les méthodes de dynamique 

moléculaire classiques permettent d'explorer les configurations autour d’une structure donnée. 

Pour effectuer une recherche plus exhaustive, la méthode dite de recuit simulé ou dynamique 

moléculaire à haute température est utilisée pour franchir des barrières énergétiques 

suffisantes pour visualiser les différents états conformationnels. Cette étape est suivie de 

phases de minimisation d'énergie et de dynamique moléculaire de quelques ps. 

En connaissant la position des atomes et leur vitesse à un temps t, il est possible de calculer 

leur position et leur vitesse à un temps t+δt et d’obtenir ainsi une trajectoire pour chacun 

d'eux. Ce calcul prend en compte les interactions entre atomes, interactions qui seront 

détaillées un peu plus loin. Par itérations successives, on peut accéder aux mouvements se 

déroulant sur une échelle de temps de l'ordre de la nanoseconde (ns). A partir de ces résultats, 

il est possible de recalculer des quantités macroscopiques que l’on pourra comparer aux 

données expérimentales disponibles. 

Pour l’étude des hétérodimères de la famille des récepteurs ErbB/HER, les techniques de 

simulations de dynamique moléculaire ont été utilisées comme méthode de raffinement de 
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différents états initiaux. En simulant les mouvements atomiques il est ainsi possible de 

rechercher les meilleures positions des atomes répondant aux meilleures interactions. Ces 

simulations ont été conduites dans le vide. Les systèmes étudiés comprennent environ 1000 

atomes. Grâce aux moyens de calcul disponibles au sein de l’équipe, des milliers de 

trajectoires d’environ 4 nanosecondes chacune ont été générées pour cette étude. Tous les 

calculs ont été effectués sur les plates-formes LINUX multi-processeurs de type cluster 

Beowulf de l’équipe. 

 

Dans une première partie, je présenterai plus en détail le principe des techniques de simulation 

de dynamique moléculaire (MD). La deuxième partie portera sur le logiciel utilisé pour les 

calculs de MD : CHARMM et ceux utilisés pour la visualisation : VMD et MolMol. Je 

terminerai en décrivant la construction des dimères et les étapes de simulation de dynamique 

moléculaire. 

 

 

II  Principe de la dynamique moléculaire et mécanique moléculaire 

 

A  Le champ de forces 

 

Les lois de la mécanique classique font intervenir une fonction d’énergie potentielle notée Ep 

qui dépend des coordonnées atomiques du système. Cette fonction Ep est décrite grâce à un 

ensemble de paramètres appelé champ de forces. Ces paramètres doivent être bien ajustés 

pour reproduire au mieux des résultats expérimentaux. A ce champ de forces on associe une 

expression analytique Ep de l’énergie potentielle du système. L’électron n’est pas 

explicitement considéré dans les calculs de dynamique moléculaire contrairement à la 

mécanique quantique et il est impossible de décrire des événements tels que la formation de 

liaisons atomiques dans une réaction chimique. 

Le champ de forces est la base des techniques de simulations moléculaires. Il permet de 

quantifier les interactions interatomiques et intermoléculaires du système aussi précisément 

que possible. L’énergie potentielle, définie empiriquement, est une somme de plusieurs 

termes indépendants. En fait, l’énergie potentielle est universellement décomposée en une 

somme de termes internes (longueur de liaisons, angles de liaisons, angles dièdres et dièdres 

impropres), qui permettent de maintenir la géométrie covalente de la molécule et de termes 
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d’énergies externes (interactions de Van der Waals, électrostatiques et liaisons hydrogène) qui 

représentent les interactions entre atomes non liés. Les paramètres permettant d’évaluer les 

différents termes d’énergie sont déduits d’études détaillées sur des systèmes simples et 

transférés sur des molécules de plus grosse taille. On peut également introduire des termes de 

contraintes, de position, de géométrie, etc., pour rendre compte des conditions expérimentales 

connues. 

L’énergie potentielle totale s’exprime comme la somme des termes des énergies internes et 

externes. Dans le logiciel CHARMM l’équation utilisée pour le calcul de cette énergie 

potentielle est la suivante : 

 

 φφ ccdcrhbelvdWωθbp EEEEEEEEEEE +++++++++=   (1) 

 

 

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

 

1 Interactions entre atomes liés 

 

Les différents termes représentant les interactions entre atomes liés, c'est-à-dire séparés par au 

plus trois liaisons, sont décrits dans cette partie. Chacun de ces termes s’exprime sous la 

forme d’un potentiel harmonique et rend compte du coût énergétique lié à la déformation de 

géométrie des longueurs de liaisons, des angles de valence et des angles dièdres impropres et 

des angles de torsion. r0, θ0 et ω0 correspondent respectivement aux valeurs standard des 

longueurs de liaisons, des angles de valences et des angles dièdres impropres. Ces valeurs 

sont déduites des études cristallographiques. kb, kθ et kω, les constantes de forces qui leur sont 

associées. kφ est la constante de force liée aux angles de torsion. 

 

a_  Elongation des liaisons covalentes 

 
2

0)(∑ −=
liaisons

bb rrkE  (2) 

 

 

r 
Figure 2.1 : Longueur 
r entre 2 atomes liés.  

bE est minimale pour  

r = r 0 

Termes internes Termes externes    Contraintes 
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b_  Distorsion des angles de valence 

 
2

0)(∑
⋅

−=
valenceangle

kE θθθθ  (3) 

 

 

c_  Angle de torsion 

 

)cos( φφ
φ

φφ nkkE
angle

−= ∑  (4) 

φk  : constante de force, 

φ : angle dièdre 

n est la multiplicité de la rotation et est égal à 1, 2, 3, 4, 6 

 

Cette fonction sinusoïdale d’énergie potentielle résulte de la torsion autour des liaisons 

simples. La constante de force kφ et la valeur de n sont sélectionnées dans les paramètres de 

CHARMM selon les atomes impliqués dans la torsion. 

 

d_  Angle dièdre impropre 

 
2

0)(∑
⋅

−=
dièdreangle

kE ωωωω  (5) 

 

 

 

Cette fonction s’applique à un groupe de 4 atomes qui ne sont pas linéairement liés. Elle 

permet de maintenir la planèité d’un groupe de 4 atomes comme dans le cas de la liaison 

peptidique  

 

                                                             Cα      C       N       Cα. 

 

 

 

θ 

A 
B C 

D Figure 2.4 : L’angle dièdre impropre ω 
est l’angle de torsion φABCD ou l’angle 

entre les plans ABC et BCD. ωE est 

minimale pour ω=ω0. 
 

φ 

Figure 2.2 : Angle de valence. 

θE est minimale pour θ = θ0. 

Figure 2.3 : L’angle dièdre 
φ est l’angle entre les plans 
ABC et BCD. 

A 

B C 

D 

O 

H 
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2 Interactions entre atomes non liés 

 

Il s’agit ici des différents termes d’énergies représentant les interactions entre atomes séparés 

par plus de trois liaisons. Ces termes décrivent les interactions de van der Waals, 

électrostatiques et de liaisons hydrogène. 

 

a_  Interactions de van der Waals 

 

L’énergie de van der Waals est représentée par une fonction de Lennard-Jones qui peut être 

modulée par une fonction « switch ». 

),,( 222

)(
612 offonij

ijpaires ij

ij

ij

ij
vdW rrrsw

r

B

r

A
E ∑ 













−=   (6) 

 

Les paramètres Aij et Bij sont des constantes de van der Waals dépendants de la nature des 

atomes i et j et sont évalués à partir de polarisabilité atomique.  

L’énergie de van der Waals entre 2 atomes non liés i et j, distants de rij, comprend un terme 

attractif et un terme répulsif. Le terme attractif connu historiquement sous le nom d’énergie de 

dispersion de London varie en 6

1

ijr
−  tandis que le terme répulsif qui traduit le principe de 

Pauli, varie en 
12

1

ijr
 et représente la répulsion des nuages électroniques à courte distance. 

L’énergie de van der Waals entre 2 atomes i et j distants de ijr  est illustrée dans la figure 2.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.5 : Représentation de la courbe 
d’énergie de van der Waals en fonction de la 
distance r sous la forme d’un potentiel 
Lennard-Jones (en rouge) : [somme des 
termes répulsif (en bleu) et attractif (en 
vert)]. Pour diminuer le temps de calcul, 
l’énergie est progressivement amenée à zéro 
(noir) dans l’intervalle ron< r <roff. Pour r > 
roff, les interactions ne sont pas calculées. 

rij 

distance rij  (Å) 

Répulsion  
+1/rij

12 

Attraction 
-1/rij

6 

r on           roff 

Energie  
(kcal/mol) 

dmin 
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Dans l’équation (6), sw désigne une fonction « switch » appliquée lorsque r ij est compris entre 

ron et roff. La fonction « switch » amène progressivement l’énergie d’interaction de van der 

Waals à une valeur nulle dans l’intervalle [ron, roff].  

 

La fonction « switch » est définie de la manière suivante : 

 

1),,( =offon rrrsw       si onrr ≤  

3

2

)(

)32()(
),,(

onoff

onoffoff
offon rr

rrrrr
rrrsw

−
−+−

=    si offon rrr ≤<  

          si offrr >  

 

Cette fonction évite le calcul des interactions de van der Waals à longue distance. Cette 

approximation est meilleure que celle de la distance de coupure (cutoff). On définit une 

distance maximale (cutoff) entre deux atomes au delà de laquelle les énergies d’interaction ne 

sont plus calculées. Le problème de cette technique est la brutalité de son exécution du tout ou 

rien. Il n’y a pas de continuité dans le calcul des interactions comme dans le cas de 

l’application de la fonction « switch ».  

L’énergie d’interaction de van der Waals est minimale lorsque les deux atomes sont à une 

distance dmin, telle que l’équilibre de forces attractives et répulsives soit atteint. 

 

b_  Interactions électrostatiques 

 

La plupart des atomes porte une charge partielle, même si globalement la molécule est neutre, 

cela conduit à une distribution électronique asymétrique.  

Les interactions électrostatiques sont calculées en appliquant la loi de Coulomb (7). 

 

),,(
4)( 0

offonIJ
ijpaires ijr

ji
el rrrsw

r

qq
E ∑=

επε
  (7) 

 

 

avec qi et qj, les charges partielles des atomes i et j calculées par des méthodes de mécanique 

quantique, rij, la distance séparant les atomes i et j, rIJ, la distance entre les centres de 

géométrie de groupe d’atomes contenant les atomes i et j, ε0 constante diélectrique du vide et 

0),,( =offon rrrsw

Figure 2.6 : Interactions 
électrostatiques.  
rij = distance entre les 2 
atomes i et j rij 

i j 
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εr constante diélectrique relative. La valeur de la permittivité relative permet de simuler les 

effets du solvant autour de la molécule lorsque celui-ci n’est pas introduit explicitement. La 

fonction « switch » utilisée est la même que celle introduite pour le calcul des interactions de 

van der Waals. La seule différence est qu’elle est appliquée à des groupes d’atomes et non à 

des atomes seuls. 

 

c_  Liaisons hydrogène 

 

Pour décrire les interactions de liaison hydrogène (LH), certains champs de forces utilisent 

généralement un potentiel supplémentaire de type Lennard-Jones 10-12 associé à la loi de 

Coulomb. Les liaisons hydrogène impliquent 4 atomes : AA, A, H et D. AA est l’atome qui 

précède l’accepteur d’hydrogène A, H est l’hydrogène et D le donneur d’hydrogène. 

CHARMM offre la possibilité de calculer l’énergie des liaisons hydrogène en appliquant la 

fonction suivante : 

 

)(cos)(cos
''

HAAA
n

DHA
m

j
AD

i
AD

hb r

B

r

A
E −−−− ×








−=∑ θθ  

 )](cos),(cos,([cos),,( 222
hoffhonDHAhoffhonAD swrrrsw θθθ −−××   (8) 

où  i et j sont des entiers positifs (12 et 10 respectivement pour i et j) 

 m = (0, 2, 4) 

 n = (0, 2) 

 A’ et B’ sont des constantes dépendantes du couple donneur- accepteur 

 rAD est la distance entre accepteur et donneur 

 θA-H-D est l’angle entre A, H et D 

 θAA-A-H  est l’angle entre AA, A et H 

 

La formation de liaison hydrogène dépend de la distance A-D et des angles A-H-D (θA-H-D) et 

AA-A-H ( θAA-A-H ). 

L’énergie d’interaction peut être nulle lorsque : θA-H-D < 90°  

où n > 0 et θAA-A-H < 90° 

 

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

respectivement du type d’accepteur et du type de donneur d’hydrogène.  
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Dans les simulations, l’énergie d’interactions de liaisons hydrogène est calculée simplement 

comme la somme des interactions de van der Waals et électrostatiques. L’utilisation de 

l’équation (8) est trop coûteuse en temps de calcul. Dans les récentes versions de champ de 

forces CHARMM, la paramétrisation adaptée des potentiels de van der Waals et 

électrostatique permet de prendre en compte la contribution de LH sans avoir besoin d’ajouter 

de terme explicite. 

 

3 Termes de contraintes 

 

Les termes de contraintes incluent des informations structurales connues (ex : distances rij 

issues des expériences RMN) ou des informations supposées pour tester des hypothèses 

structurales. Les différents termes de contraintes spéciaux utilisés couramment dans le 

programme CHARMM sont : 

 

a_  Les contraintes harmoniques de positions atomiques 

 

Lorsqu’on simule un système moléculaire, il peut être utile de fixer la position de quelques 

atomes ou d’une partie du système. Lorsque l’on effectue des simulations de dynamique 

moléculaire il n’est pas judicieux d’immobiliser certains atomes puisque cela conduirait à 

réduire la flexibilité du système telles que les transitions et les mouvements qui interviennent 

normalement dans le système. Mais on peut contraindre des atomes spécifiques à rester autour 

d’une position déterminée. On applique un potentiel de contrainte harmonique qui autorise 

néanmoins une certaine mobilité et donc une certaine flexibilité.  

 

∑ −= 2
0 )( iiicr rrKE
rr

  (9) 

 

avec Ki  constante dépendante de la masse de l’atome i, ir
r

 nouvelle position de l’atome i et 

0ir
r

, sa position initiale. 

Les contraintes harmoniques appliquées à la position des atomes permettent de maintenir une 

conformation particulière pour un ensemble donné d’atomes en évitant de grands 

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

peut maintenir le squelette de la protéine et relaxer les chaînes latérales. 
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b_  Les contraintes harmoniques de distances interatomiques 

 

C’est un potentiel harmonique de la forme 

∑ −=
ij

ijijijcd rrKE 2
0)(  (10)  entre les atomes i et j. 

avec Kij  constante dépendante de la masse de l’atome i, ijr  nouvelle distance entre les atomes 

i et j et 0ijr , la distance initiale. 

 

c_  Les contraintes d’angle de valence et d’angles dièdres φ 

 

∑ −= 2
0 )( iiic KE φφφ  (11) 

avec φi et φi0 angles dièdres calculé et initial respectivement. 

Les contraintes appliquées aux angles dièdres permettent le maintien d’une conformation 

locale. 

 

d_  Les contraintes de liaison rigide (SHAKE) 

 

L’utilisation de l’algorithme SHAKE uniquement au cours de la dynamique moléculaire 

permet de réduire les variations des longueurs de la liaison dans la limite d’un seuil de 

tolérance choisi. Il permet d’augmenter l’intervalle de temps (δt = 2fs) en éliminant les 

oscillations les plus rapides associées aux liaisons chimiques notamment de type atome lourd-

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

 

Les techniques de simulation de dynamique moléculaire permettent de décrire l’évolution au 

cours du temps de la position des atomes (leur trajectoire) à une température donnée. La 

dynamique moléculaire standard est basée sur la résolution numérique de l’équation 

fondamentale de Newton générant ainsi les trajectoires des atomes.  

Une macromolécule est définie par la position dans l'espace de chacun de ses atomes. Chaque 

atome est considéré comme une masse ponctuelle. A un instant t+δt, un atome i donné se 

trouvera à une nouvelle position rt+δt du fait des différentes forces qui s'exercent sur lui, liées à 

la présence des autres atomes environnants. Le but de la dynamique moléculaire est de 

calculer la position de l'atome à cet instant t+δt. Les équations de la mécanique classique 

permettent d'établir les relations entre ces deux instants t et t+δt.  

Les forces iF
r

 dérivent du potentiel Ep :  
i

p
pi r

E
EF r

rr

δ
δ

−=∇−= .   (12) 

L’équation de Newton relie la force iF
r

 à l’accélération ia
r

 pour un atome i de masse mi : 

2

2

dt

rd
mamF i

iiii

r
rr

==          (13) 

Au début d'une simulation, une vitesse initiale est attribuée aux atomes pour se conformer à 

l'énergie cinétique totale du système. Cette énergie dépend elle-même de la température de 

simulation désirée. Elle est habituellement obtenue en élevant lentement la température d'un 

système moléculaire placé initialement au zéro absolu et en amenant progressivement le 

système vers l’équilibre.  

La résolution analytique de l’équation du mouvement (12) est complexe. Les positions 

atomiques sont calculées à des intervalles de temps discrets grâce à des algorithmes 

d’intégration tels que celui de Verlet (Verlet 1967) ou de Leap-Frog (« saut de grenouille ») 

(Hockney 1981). Du fait de la relation entre les forces et l’énergie potentielle en fonction de la 

position à un instant t, il est possible de connaître les positions et les vitesses des différents 

atomes en appliquant un développement limité en série de Taylor. La position des atomes et 

leur vitesse initiale doivent être spécifiées pour initier l’algorithme de Verlet à l’instant t0. La 

position des atomes est fournie par l’expérience (structure RMN ou cristallographique) ou 

déduite des expériences in silico (homologie, construction de modèles). Les vitesses sont 

choisies dans une distribution de Maxwell correspondant à la température désirée.  
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1 Algorithme de Verlet 

 

L'emploi de cet algorithme suppose que la force )(tFi

r
 soit constante pendant l’intervalle de 

temps tδ . Il est donc nécessaire de considérer un intervalle de temps de l’ordre de la 

femtoseconde, (choisi par rapport à la fréquence du mouvement de la liaison C-H), pour que 

)(tFi

r
 varie très peu. Le développement limité des positions à l’instant tt δ+  et  tt δ−  est le 

suivant : 
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L’addition des équations (13) et (14) donne : 

 

2)()()(2)( ttattrtrttr iiii δδδ rrrr +−−=+      (16) 

 

Dans l’équation (16) tous les termes sont connus ou peuvent être calculés à partir de 

l’expression du champ de forces. La position à l’instant tt δ+ est calculée en fonction des 

positions à l’instant t  et tt δ− . L’accélération )(tai

r
proportionnelle à la force )(tFi

r
 est 

obtenue à partir de l’énergie potentielle Ep et de l’équation (11), elle ne dépend que de la 

configuration à l’instant t .  
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Les vitesses n’apparaissent pas dans cette équation, et il n’est pas toujours nécessaire de les 

calculer au cours de la simulation, mais il est possible de les obtenir de la manière suivante : 

t

ttrttr
tv ii

i δ
δδ

2

)()(
)(

−−+=
rr

r
       (18) 

 

L’inconvénient de la méthode de Verlet vient du fait que dans l’expression de r(t), un petit 

terme de l’ordre de δt2 est additionné à la différence entre deux termes d’ordre 0 en δt. Cette 

situation peut induire des erreurs de précision. Un autre algorithme dérivé dit algorithme de 

Leap-Frog (ou « saut de grenouille ») (Hockney 1981) a été développé dans les années 1980.  
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2 Algorithme de Leap-Frog 

 

Il repose sur le principe suivant : les vitesses sont calculées pour des intervalles de temps 

demi-entiers et les positions sont obtenues pour des intervalles de temps entiers. Les vitesses 

sont définies au temps t+δt/2 et t-δt/2 : 

t

trttr
ttv ii

i δ
δδ )()(

)2/(
rr

r −+=+       (19) 

t
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i δ
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rr
r

      (20) 

 

A partir des équations (19) et (20) l’expression de la position de l’atome i à l’instant t+δt et t-

δt est la suivante : 

tttvtrttr iii δδδ )2/()()( ++=+ rrr
      (21) 

tttvtrttr iii δδδ )2/()()( −−=− rrr
      (22) 

 

En additionnant les équations (21) et (22) on obtient : 

tttvtttvttrtrttr iiiii δδδδδδ )2/()2/()()(2)( −−++−−=+ rrrrr
  (23) 

 

En utilisant l’équation (15), on obtient l’expression suivante : 

t
m

tF
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i

i
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r
rr +−=+       (24) 

Cet algorithme est identique à celui de Verlet en ce qui concerne la génération des 

trajectoires, les valeurs des vitesses aux temps demi-entiers n’apparaissent que comme des 

intermédiaires de calcul.  

 

 

 

 

 

 

 

 

61



 

Positions                             r(t)                                     r(t+δt)  

Vitesses       v(t-δt/2)                              v(t+δt/2)                            v(t+3δt/2)  

Forces                                  

 

 

 

 
Temps         t-δt/2                 t                   t+δt/2            t+δt               t+3δt/2  
 

Figure 2.6 : Schéma de principe de l’algorithme du Leap-Frog. 

 

L'intervalle de temps δt doit être choisi petit par rapport à la période du mouvement de plus 

haute fréquence (c’est à dire celui de la liaison C-H, soit 10 fs). En général une valeur 10 fois 

inférieure pour le pas d’intégration soit δt = 1fs est utilisée. L’algorithme SHAKE, permet de 

s’affranchir des vibrations de liaisons rigides et de doubler le temps d’intégration soit δt = 2 

fs. Cela permet de générer des trajectoires sur des durées plus longues. 

 

 

C  Méthodes de minimisation d’énergie 

 

La minimisation d’énergie est l’une des premières étapes d’un protocole de MD et est utilisée 

aussi en alternance avec les étapes de montée en température et d’équilibration. Cette énergie 

est décrite dans l’espace cartésien par une fonction à 3N variables (N étant le nombre 

d’atomes du système). La minimisation permet d’éliminer les mauvais contacts 

interatomiques et d’obtenir la conformation la plus stable d’une macromolécule. Cette 

conformation correspond généralement au minimum local le plus proche de la structure de 

départ. 

La figure 2.7 représente le schéma de principe de la minimisation d’énergie en fonction d’un 

seul paramètre. La courbe devient une surface si deux paramètres sont utilisés. Si on tient 

compte de plusieurs paramètres, on parle d’hyper surface d’énergie potentielle. 

 

Il existe plusieurs méthodes de minimisation d’énergie. Dans le paragraphe qui suit nous 

allons donner quelques aspects des deux méthodes de minimisation utilisées au cours de cette 

F(t+δt) 

 

F(t) 
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thèse à savoir la méthode de la plus grande pente (Steepest Descent ou SD) et la méthode 

ABNR pour Adopted Basis Newton-Raphson. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.7 : Courbe d’énergie d’un espace conformationnel à une dimension 

 

- La méthode Steepest Descent. 

Les méthodes utilisant la dérivée première de l’énergie (ou méthodes du premier ordre) sont 

rapides et efficaces quand la pente est forte. L’une des méthodes couramment employée est la 

SD (Wiberg 1965). Cette méthode modifie la position des atomes selon la dérivée première de 

l’énergie (ou gradient). Elle suit donc les forces les plus importantes. On a donc : 

 

)(

)(
)(

kg

kg
kS r

r
r

−=  

avec )(kS
r

 direction du déplacement en fonction du gradient )(kg
r

, au point k. 

La SD utilise une direction de recherche correspondant à l’opposé de la valeur du gradient. 

Elle est très efficace lorsqu’on se trouve loin du minimum et permet de supprimer les mauvais 

contacts stériques et d’accéder rapidement au minimum local le plus proche de la 

conformation de départ. Toutefois, elle présente un comportement oscillatoire autour de ce 

minimum local et ne converge que très lentement. Elle n’est donc pas efficace pour le 

raffinement autour du puits de potentiel, particulièrement pour les macromolécules. 

Pour contourner cet obstacle on fait appel aux méthodes dites de dérivée seconde. 

 

Espace conformationnel 

Energie 

Minimum global 
Minima locaux 

Structure avant minimisation 
qui conduit au minimum local 
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- La méthode ABNR pour Adopted Basis Newton-Raphson . 

Autour du minimum, où le potentiel est supposé approximativement quadratique, l’algorithme 

de Newton-Raphson converge rapidement. Loin du minimum, cet algorithme n’est pas 

efficace. De plus, cette méthode nécessite beaucoup d’espace disque pour stocker les données 

et aussi un temps de calcul plus long. La méthode de la dérivée seconde la plus utilisée et 

particulièrement bien adaptée pour les gros systèmes tels que les protéines est l’ABNR. 

Cette méthode utilise une base limitée au sous espace dans lequel le système a fait le plus de 

progrès antérieurement. 

Les nouvelles positions sont déterminées dans la méthode Newton-Raphson. L’ABNR est une 

combinaison des meilleurs aspects des méthodes de la dérivée première en terme de rapidité 

et de stockage et la méthode Newton-Raphson en terme d’introduction de la plus importante 

information de la dérivée seconde. 

Les premières étapes de cette méthode proviennent donc de la dérivée première et la SD est la 

méthode la plus couramment utilisée. 

Le choix de l’algorithme de minimisation est dicté par un certain nombre de facteurs dont le 

stockage des données, le temps de calcul, la disponibilité des données analytiques, la 

puissance de la méthode, etc. Pour toutes ces raisons, dans les premières étapes de 

minimisation on utilise des méthodes robustes comme la SD avant de faire usage de l’ABNR. 

 

 

III  Les logiciels utilisés 

 

A  Le logiciel CHARMM 

 

Le logiciel utilisé pour les calculs de dynamique moléculaire est la version parallélisée de 

CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) version 26 (Brooks 1983), 

avec le champ de forces PARAM 22 (ou 27) (MacKerell 1992, 1998), qui inclut une 

bibliothèque de phospholipides (Schlenkrich et al. 1996) et le potentiel des molécules d’eau 

TIP3P (Jorgensen et al. 1983). 

CHARMM est un logiciel permettant de modéliser des systèmes macromoléculaires en 

utilisant les fonctions d’énergie empiriques définies précédemment. Ce programme permet de 

lire et construire des modèles de structures, de minimiser leur énergie, d’effectuer des 

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

dynamiques et énergétiques des systèmes étudiés. 

 

 

B  Les logiciels de visualisation 

 

1 VMD 

 

Le logiciel VMD ou Visual Molecular Dynamics (Humphrey et al. 1996) est un programme 

de visualisation graphique compatible avec CHARMM. Il permet une représentation en 3D 

ainsi qu’une animation des macromolécules biologiques. VMD a été développé par le groupe 

« Theoretical and Computational Biophysics Group » à l’université de l’Illinois. 

(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). 

 

2 MolMol 

 

Tout comme VMD, MOLMOL pour MOLecule analysis and MOLecule display (Koradi et al. 

1996) est aussi un logiciel de visualisation graphique, 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 cette thèse pour la visualisation et la création des 

images issues des fichiers de coordonnées et des trajectoires générées lors des simulations. 

 

IV  Protocole de recherche des modes d’association 

 

Le protocole adopté tout au long de cette étude est composé de 5 phases. 

1) Construction du système à étudier 

2) Chauffe du système 

3) Equilibration 

4) Production 

5) Analyses des résultats 

Cette partie est décrite dans le chapitre III sous forme d’article publié dans European 

Biophysics Journal. 
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A  Construction du système à étudier 

 

Chaque type de dimère, homodimère pour la GpA et hétérodimère pour les récepteurs  ErbB, 

est construit suivant le même protocole à partir des séquences des domaines TM ci-dessous  

 

 

 

 

 

 

Figure 2.8 : Séquence du domaine TM des récepteurs ErbB (Coussens et al. 1985; Kraus et al. 1989; 
Plowman et al. 1993; Ullrich et al. 1984; Yamamoto et al. 1986) et du domaine TM de la GpA (Tomita et al. 
1978) montrant les motifs de dimérisation du type GxxxG ou plus largement les sites d’interactions du type 
SmxxxSm (résidus soulignés) de chaque récepteur. 
 

La figure 2.9 résume les principales étapes de la procédure. 

J’ai commencé par construire les monomères sous forme d’hélice α canonique (3,6 

résidus/tour d’hélice, angles φ et ψ respectivement égaux à –57° et –47°) aussi bien pour la 

GpA que pour les récepteurs ErbB. A partir des quatre récepteurs transmembranaires ErbB, 

nous avons six hétérodimères possibles ; à savoir ErbB1-2, 1-3, 1-4, 2-3, 2-4 et 3-4. 

Aux extrémités N- et C-terminales de chaque monomère, nous avons ajouté un groupe 

méthyle acétamide (CH3CO) et un groupe méthyle amide (NHCH3) respectivement. Les deux 

hélices construites sont superposées de telle sorte que l’axe principal de chacune d’elles 

coïncide avec l’axe Z du référentiel.  

Pour obtenir les structures initiales d’un dimère, les deux hélices H1 et H2 subissent une 

rotation complète autour de leur axe hélicoïdal (d’un angle θ1 pour H1, θ2 pour H2). Pour 

chaque valeur de θ1 une rotation complète de l’hélice H2 est effectuée pour balayer toutes les 

faces de la seconde hélice. Le pas de rotation est de 10° et 36 rotations sont effectuées (soit 

36*10° = 360°). 1296 structures initiales sont ainsi générées pour chaque dimère (36*36). 

Pour chaque couple (θ1, θ2), l’hélice H2 est translatée le long de l’axe X d’une distance de 20 

Å  (distance axe hélicoïdal – axe hélicoïdal). Cette distance est progressivement réduite par 

pas de 0.25 Å jusqu’à trouver la plus courte distance inter-hélice qui n’engendre pas de 

Motif I Motif II Numérotation protéine 

GpA   I T L I I F G V M A G V I G T I L L I S Y G I   73-95 
 
ErbB1  P S I A T G M V G A L L L L L V V A L G I G L F M 644-667 
 
ErbB2  L T S I V S A V V G I L L V V V L G V V F G I L I 651-675 
 
ErbB3  L T M A L T V I A G L V V I F M M L G G T F L Y W 642-666 
 
ErbB4  P L I A A G V I G G L F I L V I V G L T F A V Y V 651-675 

66



 

contacts stériques entre les chaînes latérales situées à l’interface. A cette étape, des courtes 

minimisations SD et ABNR sont effectuées pour éliminer les contacts stériques éventuels.  

Cette structure minimisée constitue le point de départ des simulations MD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.9 Organigramme résumant les principales étapes de la construction des dimères des hélices 
transmembranaires. A la fin de la construction, chaque configuration du dimère est minimisée et les coordonnées 
sont sauvegardées. 
 

B  Simulation MD dans le vide 

 
1 Chauffe 

 

L’étape dite de montée en température est une période pendant laquelle la température du 

système est progressivement élevée à 300 K et dure 18 ps. Elle se déroule par pallier de 50 K 

durant 3 ps. Au cours de cette phase, des vitesses initiales sont aléatoirement attribuées à 

chacun des atomes. Ces vitesses sont tirées à partir d’une distribution de Maxwell centrée sur 

36 BOUCLES 

θ2 + 10° 

θ1 + 10° 

ROTATION H1 θ1 

SUPERPOSITION MONOMERES H1 et H2 

θ1 = θ2 = 0 ° 

ROTATION H2 θ2 

TRANSLATIONS SYSTEMATIQUES H2 
36 BOUCLES 
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la température choisie. A chaque nouveau pallier, de nouvelles vitesses sont affectées à 

chaque atome du système. 

Dans le cas de nos simulations dans le vide, nous avons appliqué des contraintes de position et 

de liaison hydrogène pour maintenir les deux hélices en structures α. 

 

2 Equilibration - Production 

 

La période dite d'équilibration dépend de la taille du système. Dans notre cas les systèmes 

dimériques simulés dans le vide ne dépassent pas 1000 atomes. Cette période transitoire, 

d’une durée de 1 ns, permet une redistribution des vitesses relativement isotrope sur 

l'ensemble des atomes en utilisant un couplage faible à un bain thermique. Au cours de cette 

phase, les constantes de force appliquées aux contraintes sont progressivement réduites 

jusqu’à être annulées pour laisser les systèmes évoluer librement. 

Cette étape est suivie d’une période de production d’une durée de 3 ns. Durant cette étape, 

aucune contrainte n’est appliquée, les caractéristiques énergétiques du système sont contrôlées 

et les coordonnées sont stockées pour produire les trajectoires. Les analyses sont effectuées au 

cours de la dernière ns de production. 

 

3 Analyses 

 

Les structures des dimères sont sélectionnées en appliquant des critères géométriques. Ces 

critères sont basés sur l’assemblage des hélices membranaires observé dans les structures RX 

des protéines membranaires. Le nombre de protéines membranaires dont la structure a été 

résolue par RX est faible comparé à celui des protéines solubles (graphe 2.10) (White 2004). 

Plusieurs études ont été ménées pour comprendre le mode d’assemblage des hélices TM, leur 

orientation dans la membrane, leur longueur, leur inclinaison et la recherche de motifs 

structuraux (Bowie 1997).  

Ces études ont permis de définir les critères géométriques utiles à la sélection des structures 

des hétérodimères ErbB. 

Les caractéristiques des hélices TM sont décrites dans les paragraphes suivants. 
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Figure 2.10 : Evolution du nombre de structures des protéines solubles et des protéines membranaires 
dont la structure est résolue. D’après (White 2004). 
 

a_  Longueur des hélices 

 

La longueur des hélices TM varie fortement de 14 à 39 résidus, avec une moyenne de 26.4 

résidus (Bowie 1997). La taille généralement observée des hélices est de plus de 20 résidus, 

qui est un nombre optimal pour traverser la membrane (Engelman et al. 1986).  Beaucoup 

d’hélices TM s’étendent en dehors de la membrane et contribuent à la structure des domaines 

solubles. Ainsi, nous avons pris des segments TM de 23 et 25 résidus respectivement pour les 

monomères de la GpA et les hélices ErbB. Ces séquences correspondent à la partie 

hydrophobe des domaines TM de ces récepteurs. 

 

b_  Arrangement des hélices 

 

Dans un dimère, les hélices peuvent avoir deux orientations : parallèle ou anti-parallèle. 

L’orientation du N-terminal vers le C-terminal est la même pour les hélices parallèles et 

opposée pour les hélices anti-parallèles. Sur les 88 interactions entre hélices TM (Bowie 1997, 

1997), 63% des hélices sont dans une orientation anti-parallèle. 

Pour éviter d’avoir des hélices trop décalées l’une par rapport à l’autre le long de leur axe, 

nous avons appliqué un filtre. Ainsi, le déplacement suivant l’axe Z entre les deux monomères 
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ne doit pas être supérieur à 3.5 Å aussi bien du côté N-terminal que du côté C-terminal. De 

plus la différence entre les distances croisées ne doit pas elle aussi dépasser 3.5 Å (voir 

légende du tableau 2.1). 

 

c_  Angles d’inclinaison et de croisement 

 

La moyenne des angles d’inclinaison des hélices par rapport à la normale à la bicouche 

lipidique est de 21° (figure 2.11), mais avec une préférence pour les petits angles compris 

entre 10 et 20°. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 2.11 : Orientation des hélices TM . a) Par définition si l’hélice en premier plan du dimère doit 
effectuer une rotation dans le sens des aiguilles d’une montre pour s’aligner avec l’hélice en arrière plan, l’angle 
de croisement Ω est positif et caractérise une association gauche. b) Si l’hélice en premier plan doit effectuer une 
rotation dans le sens inverse des aiguilles d’une montre pour s’aligner avec l’hélice en arrière plan, Ω est négatif 
et caractérise une association droite. Dans cette définition la direction des hélices est ignorée. c) l’angle 
d’inclinaison est l’angle entre l’axe de l’hélice et l’axe OZ. d) l’angle d’inclinaison du dimère est l’angle formé 
par l’axe du dimère, (moyenne des deux axes de chacune des hélices), et l’axe Z. D’après (Chothia et al. 1981). 
 

Les angles de croisement entre les hélices TM sont distribués entre –56° et +67°. La valeur la 

plus fréquemment rencontrée est de +20° pour les protéines membranaires, alors que dans les 

protéines solubles celle-ci est de –35°. La différence de Ω entre les protéines solubles et les 

protéines TM vient de la restriction de l’angle d’inclinaison des hélices lorsqu’elles sont 

insérées dans la membrane.  

L’étude de Bowie (Bowie 1997, 1997) a été élargie par une analyse plus récente sur 11 

protéines TM comprenant 125 interactions hélice-hélice (Senes et al. 2001) et par celle de 

(Walters and DeGrado 2006). La figure 2.12 représente la distribution de l’angle de 

croisement pour des associations des hélices parallèles et anti-parallèles. 

 

 

Ω >0 Ω <0 
Angle  
d’inclinaison 

OZ OZ 

Angle d’inclinaison 
du dimère 

Axe du 
dimère d b c a 
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Figure 2.12 : Distribution de l’angle de croisement (Ω) entre les hélices TM observés dans les protéines 
membranaires. Ce graphe met en évidence 4 blocs rouge, jaune, vert et bleu qui représentent respectivement les 
structures antiparallèles gauches, parallèles droites, antiparallèles droites et parallèles gauches, D’après (Walters 
and DeGrado 2006).  
 
d_  Distance inter-hélices 

 

La distance la plus faible mesurée entre les axes des hélices en interaction est qualifiée de 

distance de plus petite approche (Walther et al. 1996). Dans les membranes, la distance de 

plus petite approche est respectivement de 9.1 Å et 10.5 Å pour les paires anti-parallèles et les 

paires parallèles. La distance moyenne est donc de 9.6 Å, très proche de celle mesurée sur 

2145 interactions hélice-hélice dans des protéines solubles (Bowie 1997). Les distances inter-

hélices moyennes entre les atomes Cα des résidus qui se font face sont plus courtes dans les 

protéines membranaires (5.5 Å) que dans les protéines solubles (6.0 Å) (Gimpelev et al. 

2004). 
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Figure 2.13 : Distribution des distances inter-hélices minimales entre les squelettes peptidiques des 
protéines membranaires (barres noires) et solubles (barres blanches). 
La distance minimale moyenne entre les axes hélicoïdaux est de 5.10 Å et 5.22 Å respectivement pour les 
protéines membranaires et solubles. D’après (Eilers et al. 2002). 
 

e_  Choix des critères géométriques 

 

Les différents critères géométriques utilisés pour la sélection des structures des hétérodimères  

sont donnés dans le tableau 2.1.  

Tableau 2.1: Paramètres définissant la qualité de la structure du dimère.  
Les valeurs min et max de la longueur de l’hélice (LH) sont définies à partir de la longueur d’une hélice α 
canonique (LHα = 35.25 Å pour les hélices HERTM et 32.5 Å pour l’hélice GpATM). Ω est l’angle de croisement 
entre les deux axes principaux des deux monomères. Les valeurs min et max proviennent de l’étude de Bowie 
(Bowie 1997) et des analyses statistiques des protéines membranaires. ∆dc correspond à la valeur absolue de la 
différence des distances croisées entre les atomes Cα terminaux : Cα

H1Nter-Cα
H2Cter et Cα

H2Nter-Cα
H1Cter. 

∆Z(Nter) = |Z(Cα
H1 Nter) – Z(Cα

H2 Nter)| et ∆Z(Cter) = |Z(Cα
H1 Cter) – Z(Cα

H2 Cter)| correspondent 
respectivement à la valeur absolue de la différence des positions Z des atomes Cα des résidus terminaux des 
hélices H1 et H2. 
 

 

Il n’y avait pas de limitation de l’angle de croisement contrairement aux méthodes courantes 

(Adamian and Liang 2006; Adams et al. 1995; Akula and Pattabiraman 2005; Beevers and 

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

 LH (Å) ∆dc (Å) ∆ZN-ter ∆ZC-ter (Å) Ω (°) 

Dimer  min max   min max 

HERTM 32.0 38.0 ≤ 3.5 ≤ 3.5 -65° +45° 

GpATM 29.0 35.0 ≤ 3.5 ≤ 3.5 -65° +45° 
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nombre raisonnable de structure (1296 structures initiales) comparativement à Kukol et 

Beevers qui ont généré 72 structures de départ puis les ont copiés 4 fois donnant ainsi 288 

structures. Toutefois ces auteurs ont effectué des simulations de dynamique moléculaire dans 

un modèle de membrane. D’autres auteurs ont généré un très grand nombre de structures 

dimériques de la GpA (97200) et la sélection est basée sur des critères énergétiques (Adamian 

and Liang 2006; Adams et al. 1995; Akula and Pattabiraman 2005; Beevers and Kukol 2006; 

Bu et al. 2007; Kim et al. 2003) sans faire de simulation MD.  

La méthode que j’ai développée n’utilise pas de contrainte de symétrie, ni d’angle de 

croisement des hélices. La sélection des meilleures structures est basée uniquement sur des 

critères géométriques qui rendent compte implicitement de l’existence de la membrane. Elle 

est indépendante de la séquence des hélices TM. Cette méthode présente l’avantage de 

pouvoir s’appliquer à des hétérodimères. Elle pourrait s’appliquer à l’étude des oligomères. 

Le nombre de configurations initiales sera beaucoup plus grand et nécessitera un temps de 

calcul plus long.  
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Introduction 

 

La transduction du signal est un événement de première importance, puisqu'elle 

stimule la prolifération et la différenciation des cellules mais sa dérégulation entraîne les 

cellules sur la voie de la cancérogenèse. La famille des récepteurs ErbB est comme nous 

l'avons vu précédemment très souvent impliquée dans cette voie et de nombreux travaux sont 

effectués depuis des dizaines d’années pour trouver des solutions thérapeutiques. La plupart 

de ces études ont pour but la désactivation des récepteurs.  

 

Les fragments peptidiques chimiques correspondant à l'ensemble du domaine 

extracellulaire ou à de courtes séquences du domaine transmembranaire sont capables 

d'interférer avec la dimérisation du récepteur et d'inhiber la croissance des cellules tumorales 

aussi bien au niveau de l'état monomérique que dimérique (Lofts et al. 1993; O'Rourke et al. 

1997). Cette dernière voie nécessite de connaître la structure tridimensionnelle du récepteur 

ou celle des portions cibles. Il est évident que la connaissance de la structure complète des 

récepteurs ErbB/HER constituera une avancée très importante pour la compréhension de leur 

fonctionnement. 

 

Notre objectif est de faire progresser les connaissances sur la structure de ces 

récepteurs en utilisant des techniques théoriques de prédiction de structure. Comme nous 

l'avons déjà évoqué, les techniques théoriques de prédiction combinées aux techniques de 

simulation de dynamique moléculaire s’appliquent généralement pour cibler les zones de 

flexibilité des macromolécules mais peut également être utilisée pour modéliser une structure 

3D. Cependant, elle a également ses limites et il est difficile de déterminer ou de simuler la 

structure complète d’un récepteur du type ErbB dans son intégralité sans connaître la structure 

des domaines. Cette opération n’est pas faisable et le domaine le plus simple à modéliser est 

le segment transmembranaire (formé d’une seule hélice α) et son implication dans les 

phénomènes d'activation constitutive du récepteur en fait un candidat très intéressant. De plus, 

le succès de la prédiction de la structure de la partie transmembranaire de la Glycophorine A 

(Adams et al. 1996; MacKenzie et al. 1997; Smith et al. 2001) et de la structure du domaine 

TM de Neu par RMN (Goetz et al. 2001; Houliston et al. 2004) est encourageant.  

Notre ambition est de proposer des modèles d'association hétérodimérique des segments 

transmembranaires des récepteurs ErbB/HER en utilisant essentiellement comme principale 
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donnée, la composition en acides aminés de ces domaines. Ils nous permettent de prédire des 

modes d’association de ces hélices transmembranaires. 

 

 

Je présenterai les résultats obtenus au cours de ma thèse en décrivant les études réalisées pour 

prédire des modes d’association hétérodimérique des hélices transmembranaires sans tenir 

compte des conditions environnementales de la membrane. Pour cela, je commencerai par 

décrire la méthodologie de prédiction d’association des hélices transmembranaires et je 

décrirai ensuite ceux issus d'une première étude réalisée sur les hétérodimères du domaine 

transmembranaire des récepteurs de la famille ErbB/HER. 

 

 

Ce travail fait l’objet de deux publications dont l’une est publiée dans European Biophysics 

Journal (voir 1ère PARTIE). La deuxième publication (voir 2e PARTIE) vient d’être soumise à 

Biopolymers. 
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Introduction 

 

Différentes méthodes ont été développées pour prédire l’assemblage des hélices TM. Toutes 

ces méthodes conduisent à une bonne prédiction de structures et leur performance se mesure 

par leur pouvoir de reproduction des résultats expérimentaux. La méthode que j’ai mise au 

point combine la mécanique et la dynamique moléculaire. 

Dans le cas du domaine TM des récepteurs ErbB, on se heurte à une difficulté majeure 

puisque la structure des homodimères et des hétérodimères de ces récepteurs n’est pas 

connue. La structure hélicoïdale du domaine transmembranaire unique de Neu a été 

démontrée par voie expérimentale (Goetz et al. 2001; Gullick et al. 1992; Houliston et al. 

2003, 2004; Smith et al. 1996). La flexibilité intrinsèque de l’hélice TM des récepteurs Neu et 

ErbB2 a été démontrée. 

Dans l’équipe, une méthode de recherche globale associée aux simulations MD a été 

développée pour définir des modèles probables d’association des domaines TM de ErbB2 

(Aller et al. 2006; Aller et al. 2005; Garnier et al. 2003; Garnier et al. 1997; Sajot et al. 1999). 

Son application, élargie à l’étude des associations du domaine TM de Neu, a permis de 

montrer que les domaines TM s’associent en formant un super enroulement gauche (Aller et 

al. 2006; Aller et al. 2005; Garnier et al. 2003; Garnier et al. 1997; Sajot et al. 1999). 

Même si les modèles théoriques sont en très bon accord avec l’ensemble des données 

expérimentales, un point essentiel est de valider la méthode sur un système parfaitement 

connu. C’est la raison pour laquelle le dimère TM de la glycophorine A (GpA) est toujours 

pris comme base de validation. 

La prédiction de la structure de ce domaine date des années 1994 (Langosch and Heringa 

1998; Lemmon and Engelman 1994; Lemmon et al. 1994; Lupas 1996, 1997). Aujourd’hui 

encore ce système sert de modèle pour la validation de nouvelles méthodes de prédiction. Le 

dernier exemple est celui de Del’Ocro (Dell'Orco et al. 2007) qui a développé une méthode 

d’amarrage à corps rigides associé aux simulations MD. 

 

La GpA est une protéine membranaire de 31 kDa présente à la surface des érythrocytes 

humains. C’est une sialoglycoprotéine majeure qui porte les déterminants antigéniques M et N 

des groupes sanguins. Elle peut également, dans certain cas, servir de ligand pour des virus, 

bactéries et parasites (Blanchard 1990; Cartron and Rahuel 1992). 
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L’enroulement droit caractéristique des domaines TM de la GpA est dicté par le motif 

spécifique de 7 résidus L75 I76 -- G79 V80 -- G83 V84 -- T87, disposé symétriquement à 

l’interface des deux hélices (Brosig and Langosch 1998; Lemmon et al. 1992; Lemmon et al. 

1994). Ce domaine conserve une structure en hélice α avec un angle de croisement des deux 

hélices voisin de -40°. 

Pour l’étude de la structure du domaine TM des hétérodimères ErbB, nous nous sommes 

basés sur la méthode initialement développée en 1997 (Aller et al. 2006; Aller et al. 2005; 

Garnier et al. 2003; Garnier et al. 1997; Sajot et al. 1999) et appliquée pour les études des 

homodimères (Aller et al. 2006; Aller et al. 2005; Garnier et al. 2003; Garnier et al. 1997; 

Sajot et al. 1999). La méthode a été adaptée pour traiter le cas d’association non symétrique, 

et les simulations MD utilisées pour le raffinement des structures initiales ont été poursuivies 

sur des échelles de temps relativement longues. Une méthode de sélection des structures 

représentatives a été développée en s’appuyant sur les connaissances acquises sur 

l’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 (GpATM) with a root mean

square deviation of 1.5 Å. 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.

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 (ErbB1/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 HER3
TM 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 HER1
TM and HER2

TM 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

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 GpATM dimer

and second to the HER2-HER3 TM domain. HER2 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 GpATM dimer with a root mean square

deviation (RMSD) of 1.5 Å from the experimental struc-

ture (MacKenzie et al. 1997).

The excellent agreement obtained for GpATM dimer

leads us to explore TM domain structures of HER2–3.

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 GpATM domain (MacKenzie et al. 1997) which is used

as template to validate the method. Both helices comprise

23 residues from residue Ile73 to Ile95 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 HER2–3
TM

domain in the following. Each helix comprises the 25 res-

idues of the hydrophobic sequence of the TM domains of

Eur Biophys J
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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 PARAM22 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 Å. The nonbonded list was

generated with a cutoff of 13 Å. 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 (u = –57�,

w = –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. h1 and h2

are the rotational angles of H1 and H2, respectively. For a

complete search over the two-body rotational interaction

space, h1 was increased by 10� steps from 0� to 360� and,

for each h1 value, h2 was varied by 10� steps from 0� to

360�. A total of 1,296 (36 · 36) initial configurations was

generated.

For each of these configurations, helix H2 was translated

along the X-axis from its initial position (0 Å) by a distance

D of 20 Å between the two helix axes sufficiently large to

avoid atomic contacts. D was gradually decreased by

increment of 0.25 Å 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 Å. These

minimized structures have been used as starting structures

for the simulations. This minimization process has been

applied to the GpATM dimer and to the HER2–3
TM dimer.

Molecular dynamics protocol

Molecular dynamics simulations were carried out at

constant temperature T = 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 a helical structure was main-

tained by restraining the Oi–NHi+4 distance of the backbone

hydrogen bonds (Hbonds) at 2.8 Å. The vertical shift of one

helix relatively to the second helix along the Z-axis was

Table 1 Sequence of the TM domains

The sequences of HER2
TM (Coussens et al. 1985; Yamamoto et al.

1986; Ehsani et al. 1993) and HER3
TM (Kraus et al. 1989) are listed,

alongside the GpATM sequence. Regions corresponding to the po-

tential GxxxG dimerization motifs in each TM domain are shaded

gray

Fig. 1 Parameters defining structure quality, LH: distance between

the Ca atoms of the first residue Ca
HNter and the last residue Ca

HCter;

Ldc:crossed distance Ca
H1Nter–Ca

H2Cter and Ca
H2Nter–Ca

H1Cter;

Ddc: difference between the crossed distances. DZ(Nter) = | (Z(Ca
H1

Nter) – Z(Ca
H2 Nter) | : difference in Z positions of the Ca atoms of

the first residue of H1 and H2; DZ(Cter) = | (Z(Ca
H1 Cter) – Z(Ca

H2

Cter) |: difference in the Z positions of the Ca atoms of the last residue

of H1 and H2. W (�): crossing angle. h1 and h2 are the rotational

angles of H1 and H2, respectively, about their own axis
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monitored by applying harmonic crossed distance restraints

Ldc (see Fig. 1 for definition) at 35 Å and 36 Å with a force

constant of 250 kcal mol–1 Å–2 for the GpATM dimer and

the HER2–3
TM dimer, respectively. The values are based on

those measured on the experimental model of the GpATM

dimer (MacKenzie et al. 1997) and our previous MD

models of HER2
TM homodimers (Sajot and Genest 2000).

Equilibration was continued for 1 ns applying the same a
Hbonds and crossed distances restraints with a force constant

of 250 kcal mol–1 Å–2 for the first 300 ps and reduced to

150 kcal mol–1 Å–2 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 LH defined as the

distance between the Ca atoms of the first residue at the

N-terminus (Ca
HNter) and of the last residue at the C-ter-

minus (Ca
HCter). The LH value informs directly on helix

elongation or helix contraction resulting from 310 or p helix

distortions. Distortions of the helical backbone are cur-

rently observed during MD simulations. We have consid-

ered, after several tests that a a helix is structurally correct

when LH does not deviate up to 3 Å from 32 Å for the GpA

helix and 35 Å for the HER helix. For a canonical a helix,

LH is about 35.25 Å for a 25 residues helix (HERTM) and

32.5 Å for a 23 residues helix (GpATM). These values are

close to those measured along the Z-axis. One may notice

that LH 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 (Ldc). This

parameter noted Ddc allows the control of both the vertical

shift of the helices and the length of the two helices. (3)

The helix register DZ defines the vertical position of the

helices relatively to each other. It is calculated as the dif-

ference between the Z positions of the Ca 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

W, 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 (N) 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 (W < –10�), parallel dimers (–10� £ W £ 10�) and

left-handed dimers (W > 10�). (4) For each family, several

clusters including structures with a Ca RMSD value £ 2 Å

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

LH (Å) Ddc (Å) DZNter

DZCter (Å)

W (�)

Min Max Min Max

HER2–3
TM 32.0 38.0 £3.5 £3.5 –65� +45�

GpATM 29.0 35.0 £3.5 £3.5 –65� +45�

Minimum and maximum values of LH are defined from the length of a

a canonical helix (LHa = 35.25 Å for the HERTM helix and 32.5 Å for

the GpATM helix). W (�) 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 GpATM 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, DG�bind defined as: (Zoete et al. 2005)

Vacuo ðHelix1þ Helix2 !
DG�

bind
DimerÞ

DG�bind is the sum of three terms: DEintra, the difference in the

internal energy of the two monomers H1 and H2 in the dimer

D and the isolated monomers, EvdW, and Eelec, the van der

Waals and electrostatic inter-helical interactions energies.

DG�bind ¼ DEintra þ EvdW þ Eelec

DEintra ¼ ED
intra � EH1

intra � EH2
intra

EX
intra ¼ EX

intra;bond þ EX
intra;vdW þ EX

intra;elec

Results and discussion

GpATM 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 (Ca
RMSD £ 2 Å), 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, Ca 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 1AFO16 which exhibits the lowest Ca RMSD

value relatively to the 14 final GpATM MD models. The

second is the minimized average NMR structure which will

be noted 1AFOmean. The 20 NMR models are very similar

with crossed Ca RMSD values ranging from 0.3 to 1.76 Å.

RMSDs of these 20 models from 1AFOmean range from 0.34

to 0.94 Å. 1AFO16 exhibits one of the largest value (0.90 Å).

The lowest Ca RMSDs from 1AFO16 were obtained for the

right-handed models ranging from 1.5 to 4.7 Å.

For the left-handed dimers and the parallel dimer

RMSDs are greater than 5.9 Å. All the right-handed

structures, referred to as GpAR, show relatively short

Ca–Ca distances between the two helices (£4.4 Å) which

are correlated with short distances between the two helical

axes (£7.4 Å).

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 (GpAL1) and the weakest helix–helix inter-

actions (GpAL2).

Three of the GpAR models exhibit a crossing angle

around –45�, very close to that calculated for 1AFO16 and

1AFOmean. 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–Ca
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

1AFO16 attested by RMSD values of 5.9 and 6.5 Å. 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–1

does not allow to differentiate the right-handed and the

left-handed structures. The left-handed model GpAL1

exhibits the best stability, the strongest helix–helix inter-

actions and, the greatest contacting surface at the interface,

but is the furthest from 1AFO16. The right-handed model

GpAR1 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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GpATM dimer interface

Interfacial residues involved in helix–helix association

were identified from the Ca–Ca distance maps and the

calculations of the buried SAs.

In Fig. 2, the Ca–Ca contact map of GpAR1 is compared

to that of 1AFO16 and 1AFOmean. 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 GpAR1, 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–Ile76, Leu75–Ile76 and the symmetry-

related Leu75–Leu75, Ile76–Ile76, and Thr87–Thr87.

For a better comparison with our MD models we have

carried on a 4 ns MD simulation of 1AFO16 and of

1AFOmean under the same conditions as described in MD

protocol. Mean values of different quantities have been

calculated. The Ca–Ca distances less than 6 Å 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.

We demonstrate that the proximities between the residues

of the G79VMAG83 motif calculated for GpAR1 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 GpATM 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 GpATM 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.

Table 3 GpATM simulated dimer structures

GpATM models W (�) D (Å) dCa–Ca (Å) Ri–Rj SA (Å2) Etot dimer Einter DG�bind Ca RMSD (Å)

a b

GpAR1 –44 6.2 4.1 G79–G79 513 –110 –50 –104 1.5(1.8) 0.6(0.7)

GpAR2 –43 7.0 4.2 G83–M81 585 –118 –57 –132 3.4(3.3) 2.9(2.9)

GpAR3 –46 6.8 4.0 G86–G86 580 –121 –60 –128 4.7(4.7) 4.8(4.9)

GpAR4 –35 7.4 4.4 I77–G79 598 –118 –59 –129 3.5(3.2) 2.9(2.8)

GpAL1 16 8.0 4.5 G79–F78 672 –121 –82 –152 6.5(6.0) 4.3(4.2)

GpAL2 25 8.9 4.9 G83–V84 528 –100 –43 –79 5.9(5.4) 4.0(3.9)

1AFO16 –50 6.2 3.5 V80–V80 432 –99

1AFOmean –40 6.9 3.6 V80–V80 424 –100

The best representative structures of the GpATM include right-handed coiled-coils (GpAR) and left-handed coiled-coils (GpAL). Geometric

properties and energy terms are averaged over the last ns of the 4 ns MD simulation. Crossing angle W (�) 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 (Å): inter-helical distance between the two helices; dCa–Ca (Å): minimum distances between Ca atoms of opposed residues;

SA (Å2): contacting surface area at the dimer interface. The two residues in closest proximity are given as Ri–Rj respectively for GpAH1 and

GpAH2. The total energy of the dimer (Etot dimer) is the sum of the intramolecular energy of the two helices and helix–helix interactions (Einter).

DG�bind is 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 1AFO16 and 1AFOmean (italic) (model 16 and average NMR structure): (a) over all Ca 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
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HER2–3
TM 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 HER2–3 heterodimer.

After clustering (Ca RMSD £ 2 Å), 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 Å). The

Fig. 2 GpATM dimer

structures. Ca–Ca contact maps

of the GpATM dimer: a GpAR1

derived from MD search;

b experimental structure

1AFO16. (1AFO model 16);

c average structure of all NMR

models. The lowest Ca–Ca
distances are in red and the

largest distances are in blue.

The corresponding structures

GpAR1 (d), 1AFO16 (e) and

1AFO average structure (f) are

shown with the closest residues

at the dimer interface
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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 HER2–3 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 HER2–3
TM 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;

Mendrola et al. 2002; Arselin and Giraud 2003; McClain

et al. 2003). This hypothesis is confirmed by biological

studies on HERTM 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 HER2–3
R, the two

others are the left-handed structures refereed to as

HER2–3
L1 and HER2–3

L2. Helix–helix interface of these

three structures are detailed below.

HER2–3
TM dimer interface

The Ca–Ca distance maps and the views of HER2–3
R,

HER2–3
L1 and HER2–3

L2 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

Table 4 Ca–Ca distances (£ 6 Å) calculated between the residues of the two helices Ri–Rj for the MD models predicted for GpATM dimer (right-

handed and left-handed) and for the two NMR structures: 1AFO16 (model 16) and the average structure of the 20 NMR models (1AFOmean)

Ri–Rj GpAR1 GpAR2 GpAR3 GpAR4 GpAL1 GpAL2 1AFOmean 1AFO16

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–M81 4.16 4.79

G79–M81 4.61 5.33 5.31

A82–M81 5.86

V80–M81 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

Table 5 HER2–3
TM simulated dimer structures

HERTM
2–3 models W (�) D (Å) dCa–Ca (Å) Ri–Rj SA (Å2) Etot dimer Einter DG�bind

HERR
2–3 –20 8.3 5.6 L663–I665 716 –162 –59 –157

HERL1
2–3 24 8.1 4.4 A657–T647 687 –175 –65 –161

HERL2
2–3 31 7.8 5.5 S656–V648 694 –167 –53 –152

HERL3
2–3 22 8.5 5.2 I673–L659 636 –154 –53 –140

HERL4
2–3 13 8.7 4.8 G668–G660 590 –168 –42 –140

HERL5
2–3 26 8.0 5.1 S656–T647 693 –173 –63 –169

The best representative structures of the HER2–3
TM include right-handed coiled-coils (HER2–3

R) and left-handed coiled-coils (HER2–3
L).

Geometric properties and energy terms are averaged over the last ns of the 4 ns MD simulation. Definitions of the geometric parameters, crossing

angle W (�), D (Å), dCa–Ca (Å), SA (Å2) and energy terms (in kcal/mol) are defined as in Table 3. The two residues in closest proximity are given

as Ri–Rj respectively for HER2
TM and HER3

TM
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residues of the helices. The shortest proximities are

observed for the following residue pairs: L651T652–

T643M644, T652–T647, V655S656–T647V648, V655–M644,

S656–G651, V659–V648, V659–G651L652, L663–I655

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 HER2–3
L1 (b)

while they are observed all along the TM sequences for

HER2–3
L2 (c). In the case of HER2–3

L1, the shortest dis-

tances involve the following residue pairs S656–T647,

A657–T647, G660–A650, G660–G651, I661–A650 at the

N-terminus and F671–G661 at the C-terminus. For

HER2–3
L2, a strong implication of S656 and G660 of the

HER2
TM and T647 and G651 of HER3

TM are revealed. One

may remark a strong implication of the C-terminal residues

and particularly those of the C-terminal GxxxG-like motif

of HER2
TM. All the three structures clearly exhibit the

N-terminal GxxxG-like motif at the dimer interface. All the

residues involved in short interfacial Ca–Ca distances

are completely or almost completely buried.

Fig. 3 HER2–3
TM dimer

structures. Ca–Ca contact maps

of the representative models of

HER2–3
TM dimer derived from

MD search: right-handed

structure HER2–3
R1 (a), left-

handed structures HER2–3
L1

(b) and HER2–3
L2. (c). The

lowest Ca–Ca distances are in

red and the largest distances are

in blue. The corresponding

structures HER2–3
R1 (d),

HER2–3
L1 (e) and HER2–3

L2

(f) are shown with the closest

residues at the dimer interface.

Backbone ribbon of HER2
TM

helix is in blue and that of

HER3
TM 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 HER2
TM are shown in

green. Other buried residues are

in purple
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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 GpATM 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

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 HER2–3
TM 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).
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Conclusion 

 

Dans cet article, j’ai présenté la méthodologie de recherche conformationnelle apliquée à 

l’étude des hétérodimères HER2-HER3. La méthode est parfaitement validée puisqu’elle 

décrit avec succès la structure du dimère de la GpA (rmsd sur les atomes Cα de 1.5 Å par 

rapport à la structure expérimentale (code PDB 1AFO) résolue par RMN par MacKenzie et 

collaborateurs (MacKenzie et al. 1997). 

Afin d’évaluer la pertinence de mes modèles nous avons comparé les distances inter-hélices, 

de nos six structures GpA simulées, aux contraintes NOE utilisées par MacKenzie et 

collaborateurs (MacKenzie et al. 1997) pour obtenir les 20 modèles RMN (code 1AFO). Le 

tableau 3.1 résume les pourcentages des distances inter-hélices respectées ou violées pour nos 

modèles. Seule la structure prédite (GpAR1) présente peu de violations de ces contraintes de 

distances NOE. Toutefois ces violations sont comprises entre 0.5 Å et 2.8 Å, alors que pour 

les autres structures ces violations dépassent souvent les 10 Å. Ces distances sont assez 

similaires à celles des modèles de Smith et collaborateurs (Smith et al. 2002; Smith et al. 

2001). Ces valeurs sont assez correctes dans la mesure où nos simulations sont effectuées 

dans le vide.  

 

Pourcentage des contraintes NOE Structure 
respectées  avec violation 

≤ ± 0.5Å 
GpAR1 66 8 
GpAR2 16 8 
GpAR3 0 0 
GpAR4 0 24 
GpAL1 0 8 
GpAL2 0 8 

 

Tableau 3.1 : Tableau récapitulatif des pourcentages des distances inter-hélices respectées ou violées pour les 
6 structures GpA simulées. Ces distances correspondent aux 12 contraintes NOE utilisées pour prédire les 
modèles RMN (1AFO). 
 

Les modèles représentatifs du domaine TM de l’hétérodimère HER2-HER3 sont ceux pour 

lesquels on retrouve les motifs de dimérisation à l’interface. 
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2e PARTIE : ASSOCIATION HETERODIMERIQUE DES HELICES 

TRANSMEMBRANAIRES DES RECEPTEURS HER : ETUDE PAR SIMULATION 

DE DYNAMIQUE MOLECULAIRE EN L’ABSENCE D’ENVIRONNEME NT 

MEMBRANAIRE.  
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Introduction 

 

Les 4 récepteurs ErbB sont soumis à un réseau d’interactions très complexe. Des études 

expérimentales montrent que les interactions récepteur-récepteur obéissent à une certaine 

sélectivité qui définit une hiérarchie des interactions et également la compétition entre 

récepteurs. 

Le domaine TM des 4 récepteurs ErbB participe aux interactions récepteur-récepteur et 

pourrait être un des moteurs de la hiérarchie des interactions (Duneau et al. 2007). La 

connaissance des modes d’interaction des hélices TM des différents hétérodimères pourrait 

aider à comprendre le rôle de ce domaine dans la hiérarchie des interactions des récepteurs 

entiers. Cette étude est développée dans la partie suivante et est présentée sous forme 

d’article. 
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Summary 

 

ErbB receptors undergo complex interaction network defining hierarchical and competition 

relationships. Dimerization motifs in the transmembrane domain of these receptors are 

supposed to play a role in modulating the specificity and the selection of the partners during 

signal transduction. We investigate structural models of ErbB transmembrane heterodimers by 

using MD conformational search method to give insights into the hierarchy of receptor 

interactions and to clarify the role of dimerization motifs. We show that left-handed structures 

of the TM heterodimers are preponderant over right-handed structures. All heterotypic 

heterodimers undergo two modes of association either via the N-terminal motifs or via the C-

terminal motif. The ErbB3 TM domain that impairs the second dimerization motif can 

associate with the other partners owing to the presence of the C-terminal Gly residues. Some 

discrepancies exist between the hierarchy of interactions defined experimentally and from our 

theoretical models. Nevertheless the TM association of ErbB2 with ErbB3 and with ErbB1 is 

found favorable placing these heterodimers at the first ranks of the scale of affinity. A 

molecular-switch model allowing the transition between the two dimerization states may 

apply to the heterodimers and could help interpreting receptor competition for the formation 

of homodimers and heterodimers. 
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Introduction 

 

The epidermal growth factor receptor (EGFR, ErbB1) belongs to a subclass of four receptors 

including ErbB2 in human and Neu in rodents, ErbB3 and ErbB4 (Ferguson et al. 2003; 

Yarden and Sliwkowski 2001) The ErbB receptors tyrosine kinase (RTK) are involved in a 

wide range of differentiation and growth events. They are involved in the progression of 

carcinoma types (Citri and Yarden 2006; Salomon et al. 1995; Yarden and Sliwkowski 2001). 

ErbB receptors are transmembrane (TM) glycoproteins that have three different domains: a 

variable extracellular ligand-binding domain at the N-terminal with two cysteine-rich 

sequences, a transmembrane spanning domain connected to the intracellular domain that 

contains a tyrosine kinase domain flanked by a large hydrophilic tail (Olayioye et al. 2000). 

Ligand binding to the extracellular domain enhances the dimerization of the receptors or 

stabilizes existing but unstable dimers (Lemmon et al. 1997; Sako et al. 2000) and results in 

the cross-phosphorylation of the dimerized receptors (Olayioye et al. 2000; Schlessinger 

2000). Pronounced differences in the mode of ligand binding have been revealed leading to 

homo oligomers and hetero oligomers in various combinations involved in signalization 

across cell membrane (Linggi and Carpenter 2006; Warren and Landgraf 2006). All possible 

complexes between the receptors have been identified in different systems (Gullick 2001; 

Olayioye et al. 2000; Schlessinger 2000).  

Relevant protein-protein interactions are beginning to be understood and significant insights 

into the molecular mechanisms of ErbB dimerization comes from the high-resolution 

structures of soluble ectodomains (Bouyain et al. 2005; Cho and Leahy 2002; Ferguson et al. 

2003; Garrett et al. 2003; Garrett et al. 2002; Ogiso et al. 2002). Ectodomain contacts between 

the two monomers occur but their spatial proximity alone is not sufficient for receptor 

dimerization and efficient phosphorylation (Ferguson et al. 2003; Mattoon et al. 2004). 

Activation can be achieved without extracellular domains (Bargmann and Weinberg 1988; Di 

Fiore et al. 1987) and dimers can form in the presence or the absence of ligand (Moriki et al. 

2001) suggesting that the basic ligand-induced dimerization mechanism is more complex as 

initially thought.  

A series of findings indicate that regions other than the ectodomain contribute significantly to 

interactions. Contact regions exist as those in the kinase domain through two lobes termed N 

and C lobes (Zhang et al. 2006). The cytojuxtamembrane region (JM) of each ErbB receptor 
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contains basic residues that are reported to influence dimerization (Aifa et al. 2005; Aifa et al. 

2006). Dimerization may also involve direct contacts between the helical TM structures of the 

receptors. The potential implication of the TM domain is illustrated by the Neu mutation in 

the ErbB2 that provokes constitutive dimerization and kinase activation (Bargmann et al. 

1986; Bargmann and Weinberg 1988, 1988). Close association between these domains was 

thought to be permitted by a dimerization motif originally described by Sternberg and Gullick 

(Sternberg and Gullick 1990). This motif is the GxxxG sequence (x is any residue), where Gly 

can be replaced by a small residue (Ala, Ser or Thr) (Dawson et al. 2003; Dawson et al. 2002; 

Eilers et al. 2002; Kleiger et al. 2002; Senes et al. 2000). 

All ErbB receptors have a single TM domain that exhibits a conserved and very common 

GxxxG-like motif at both the N-terminal and the C-terminal ends, except ErbB3 for which 

this motif is present only at the N-terminus. The degree of self-association of the ErbB TM 

spans correlate with the presence of this motif (Mendrola et al. 2002). It is suggested that the 

Neu mutation (V659E) when introduced into ErbB2 induces a shift between two packing 

modes which may represent active and inactive configurations of the receptor (Fleishman et 

al. 2002). In the case of the heterodimer ErbB1-ErbB2, the two motifs could exert a separate 

function in TM domain assembly, one for homo dimerization and the other for hetero 

dimerization (Gerber et al. 2004). Helix-helix interactions are weak in detergent micelles 

(Stanley and Fleming 2005) but exist and require stabilizing interactions by other parts of the 

receptor. The association of the receptors comes from the sum of many interactions including 

weak contacts distributed throughout all the domains. In addition, ligand binding also induces 

a rearrangement of each receptor subunit owing to the rotation of the TM domains (Bell et al. 

2000; Moriki et al. 2001).  

Receptor-receptor interactions display distinct selectivity that defines hierarchical and 

competitive relationships (Karunagaran et al. 1996; Prigent and Gullick 1994). Biochemical 

experiments undertaken on the four human ErbB receptors (Tzahar et al. 1997) revealed that 

from the six possible heterotypic interactions within the family, three shows relatively strong 

inter receptor interactions. ErbB2 acts as a superior partner of the ligand-bound ErbB1, 

ErbB3, ErbB4 and its major partner is the kinase defective member of the family ErbB3. 

Heterodimers between ErbB3 and ErbB4 are not detectable. These results agree on many 

aspects with the study undertaken by Riese et al. (Riese et al. 1995). A correlation between 

the TM domain (HERTM) and the whole receptor association preferences has been recently 

demonstrated using FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) (Duneau et al. 2007). 

HER2
TM was found the preferential partner of other receptors with a marked preference for 
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HER3
TM and HER1

TM. The association of HER4TM with HER2
TM is less favorable. Other 

heterodimers involving HER1TM are observed and HER3-4
TM species are detected.  

Thus, the TM domain of the ErbB receptors is presented as a selector of the population of 

dimer species, and is proposed to play a major role in modulating the affinity, specificity, and 

selection of partners by receptors during signal transduction. 

 

Even if the TM domain does not provide a driving force to stabilize the receptor dimers it is 

important to give light on how the TM domains associate in the context of heterodimer 

formation. The details of the interactions between the TM domains and the knowledge of their 

structure could help to understand the role of the juxtamembrane segment, at the junction of 

the TM domain and the N-lobe of the kinase domain. This lobe is believed to maintain a 

certain flexibility allowing switch positions to activate each receptor. 

To address this question of inter receptor interactions at the level of the TM domain we have 

analyzed the six possible heterotypic interactions. Global search methods combined with 

molecular dynamic (MD) simulations are used to identify possible structures of the 

heterodimers.  

MD search protocol, recently described in (Samna Soumana et al. 2007) successfully predicts 

the right-handed structure of the TM dimer of glycophorin A (MacKenzie et al. 1997). 

Models of the HER2-3
TM heterodimer have been presented showing that right-handed and left-

handed coiled coil structures conform to the presence of the dimerization motifs at the dimer 

interface. The present study is extended to all heterotypic interactions and clearly shows a net 

preference for a left-handed structure of TM helix pairs over a right-handed structure for all 

heterodimers. We show that the most representative MD models strongly correlate with the 

presence of either one of the two dimerization motifs at the contacting interface. Existence of 

two dimerization modes for the ErbB TM domains hypothesized to be involved in the 

complex interactions network of the receptors is discussed in relation to experimental data. A 

hierarchy of TM interactions is proposed and compared to the dimerization hierarchy of the 

whole receptors and of the TM domains defined experimentally (Duneau et al. 2007; Tzahar 

et al. 1996).  

 

 

Methods 

 

TM domain systems 
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The six helical heterodimers within the ErbB family are studied. Heterodimers are referred to 

as HERi-j
TM (i, j = 1-4, i ≠j) in the following. Each monomer includes the 25 residues of the 

hydrophobic sequence of the TM domains of each receptor ErbB1: (Ullrich et al. 1984), 

ErbB2:(Coussens et al. 1985; Yamamoto et al. 1986), ErbB3: (Kraus et al. 1989), ErbB4: 

(Plowman et al. 1993). The sequences are given in Table 1. Each heterodimer comprises two 

helices, each built with the amino terminus acetylated and the carboxyl terminus methyl-

aminated to mimic the peptide bond.  
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Table 1 
 
 
 
 
 
 

TM domain Sequence Residues 

HER1 PSIATGMVGALLLLLVVALGIGLFM 644-668 

HER2 LTSIVSAVVGILLVVVLGVVFGILI 651-675 

HER3 LTMALTVIAGLVVIFMMLGGTFLYW 642-666 

HER4 PLIAAGVIGGLFILVIVGLTFAVYV 651-675 

 

Table 1: Sequences of the TM domain of the four ErbB receptors: HER1
TM (Ullrich et al. 

1984), HER2
TM (Coussens et al. 1985; Yamamoto et al. 1986), HER3

TM (Kraus et al. 1989) 

and HER4
TM (Plowman et al. 1993). The regions corresponding to the putative GxxxG 

dimerization motif in each TM domain are shaded gray. SmxxxSm interactions sites are in 

bold or underlined (see text).  
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Computational search 

 

The program CHARMM Version 26 (Brooks 1983) and the all hydrogen PARAM22 force 

field (MacKerell et al. 1998) were used in the present study. All calculations were carried out 

in vacuo and performed on a multi-processor platform Linux Beowulf cluster with dual 3.06 

GHz Intel Xeon processors. 

Conformational sampling and molecular dynamics protocol are detailed in a previous paper 

(Samna Soumana et al. 2007). The main steps of the MD search are briefly summarized in the 

following and in the flowchart in Figure 1. 

Parallel dimers were first generated with two helices (H1 and H2) built with the standard 

torsion angles. For a complete search over the two-body rotational interaction space, helices 

were rotated about their own axis by 10° steps for a complete rotation. A total of 1296 (36x 

36) initial configurations are generated for each heterodimer. The two helices were first 

separated by a distance Dh between the helix axes corresponding to the minimum distance for 

which they are in favorable interactions. This is obtained by combining energy minimization 

and progressive approach of the two helices maintained in a parallel orientation. The 1296 

initial configurations were submitted to this first step before starting MD simulations. 

 

MD simulations were performed at constant temperature (T = 300K). Thermalization was 

performed by increments of 50K by maintaining the two helices close to the α structure while 

restricting a vertical shift of one helix relatively to the second helix. Backbone hydrogen 

bonds (α Hbonds) and crossed distances restraints (see Table 2 for definition) were applied 

and the force constant was gradually reduced in the course of the equilibration period.  

The production period was continued for 3 ns without any restraint. Atomic coordinates and 

energy terms were saved every picosecond (ps). The last nanosecond (ns) of the trajectory 

served for averaging and analyses. First, the quality of the 1296 structures calculated for each 

type of dimer was evaluated by using geometric filters. The six geometric parameters used are 

given in Table 2. A structure is retained when at least 80% of the 250 configurations are 

structurally correct (all the parameters are respected). The remaining structures form three 

families according to the crossing angle value (left-handed and right-handed structures and 

dimers with parallel helices). Cα RMSD clustering was applied to each family (RMSD ≤ 2 Å) 
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defining clusters of similar structures. Energy minimization and MD refinement was 

systematically applied to the average structures representative of each cluster.  

The structures are analyzed in terms of energy and interface surface area (SA) and average 

values are calculated over the last ns of the trajectory. In addition, the gas-phase contribution 

to the binding free energy ∆G°bind was calculated (Zoete et al. 2005). ∆G°bind is an indicator of 

the affinity of the two monomers. 
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Table 2 
 
 
 

Parameters L Hα  (Å) ∆dc (Å) ∆ZNter  ∆ZCter (Å) Ω (°) 

 min max   min max 

HERTM 32.0 38.0 ≤ 3.5 ≤ 3.5 -65° +45° 

 
Table 2: Parameters defining the dimer structure quality. (Samna Soumana et al. 2007). LH is 

the length of a α canonical helix (LHα = 35.25Å for a 25 residue helix). LHα is the distance 

between the Cα atoms of the first residue Cα
HNter and the last residue Cα

HCter. ∆dc: 

difference between the crossed distances (Cα
H1Nter-Cα

H2Cter and Cα
H2Nter-Cα

H1Cter). 

Crossed distance: distance between the Cα atoms of the first residue Cα
HNter of one helix (H1 

or H2) and the Cα atoms of the last residue Cα
HCter of the second helix (H2 or H1). ∆Z(Nter) 

= | (Z(Cα
H1 Nter) - Z(Cα

H2 Nter) | : difference in Z positions of the Cα atoms of the first residue 

of H1 and H2. Same definition for ∆Z(Cter) but for the Cα atoms of the last residue of H1 and 

H2. Ω (°) is the crossing angle calculated following the method of Chothia (Chothia et al. 

1981) included in CHARMM. Crossing angle values are from Bowie (Bowie 1997) and 

statistical analysis of membrane proteins. 
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Figure 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: Flowchart giving an overview of the main steps of the search protocol and MD 

simulations applied to the prediction of heterodimerization of the TM domain of the ErbB 

receptor family. Details of the method are given in our previous work (Samna Soumana et al. 

2007). 

 

Structure clustering (Cα RMSD ≤ 2.0Å) 
Average structure calculation for each cluster 

MD refinement of all average structures 

Analysis : last ns of the production 

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

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

Set of « good structures »: three structure families  

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

Right-handed  
Ω < -10° 

parallel helices  
-10° ≤ Ω ≤ +10° 

Left-handed 
Ω > +10° 

1296 starting structures 

For each structure 
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Results 

 

Global analysis of the HERi-j
TM  models 

 

From the 1296 sampled structures of each of the different heterodimers, three families 

representative of the right-handed, left-handed and parallel dimers were obtained. The number 

of the selected structures for the different families is given in Table 3. It is clearly shown a net 

preference for dimers with helices in left-handed interactions. Very few right-handed 

structures result from geometric filtering selection except for the two heterodimers HER2-1
TM 

and HER2-4
TM. Helices in parallel interactions (absolute value of the crossing angle lesser than 

10°) are largely represented for the heterodimers formed by HER4TM with HER2
TM or 

HER3
TM. After the last step including structure clustering and MD refinement, the resulting 

structures, named “good“ structures, represent a percentage ranging from 5% to 13% of the 

total structures.  

 

The set of “good” structures is characterized by the distribution of the crossing angles as 

shown in Figure 2. Helix-helix angles are centered around 25°-35° for the left-handed 

structures and for the few structures defining right-handed coiled coils the crossing angle is 

between -30° and -10°. The two peaks around ±5° correspond to the large population of the 

dimers with parallel helices found for the heterodimers HER2-4
TM and HER3-4

TM. 

An overview of dimer energy of all the selected MD models indicates that, in average, the TM 

heterodimers HER1-3 are the most stable. HER2-3
TM and HER3-4

TM models are less stable in 

average than those formed by HER1
TM and HER3

TM but are more stable than the three others. 

The HER2-HER4 TM association is the less favorable as revealed by the stability of the 

dimers which is half that calculated for the TM helix pair HER1-3.  

The magnitude of helix-helix interactions could be considered as indicator for a preferential 

partner. In average, interactions between the TM domains are in the same order of magnitude 

for the whole set of MD models ranging from -84 kcal/mol for the strongest interactions to -

42 kcal/mol for the weakest interactions. For all HERTM heterodimers the van der Waals 

interactions are dominant and represent 70% or more of the total energy calculated between 

the two helices. Electrostatic interactions are negative and greatly vary depending on the 

nature of the residues at the interface. These interactions strongly modulate the association of 

TM helix pairs.  
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Another important parameter for evaluating the affinity of the two monomers is the value of 

the binding free energy ∆G°bind. In average, if we consider all the MD selected models, the 

three TM heterodimers, namely HER2-3
TM, HER1-3

TM
 and HER3-4

TM, are those of best affinity. 

The three others, HER2-4
TM, HER1-4

TM and HER2-1
TM occupy the three last ranks of the 

interactions scale. 

Contacting surface area between the two helices informs on the way the two helices interact. 

For the whole set of correct structures defined for the 6 types of heterodimers, the contacting 

surface area varies from 640 Å2 (HER2-4
TM and HER1-4

TM) and 685 Å2 (HER3-4
TM and HER1-

3
TM). Models of HER2-1

TM and HER2-3
TM exhibit, in average, a contacting surface of 655 Å2 

and 669 Å2 respectively.  
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Table 3 
 
 
 
 

HERTM heterodimer 
Structure 
family 

HER2-1 HER2-3 HER2-4 HER3-4 HER1-3 HER1-4 

L 91 77 73 60 86 58 
P 22 20 69 54 3 8 

Nb of selected 
structures 

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 
P 2 1 3 1 0 0 after step 2  
R 1 1 0 1 1 1 

 
Table 3: Summary of the simulations. Selected structures for the different HERTM 

heterodimers after geometric filters (step1) and after structure clustering and final MD 

refinement (step 2). Three families of dimer models are found: left-handed coiled coil (L); 

right-handed coiled coil (R) and dimers with parallel helices (P). Percentage of “good” 

structures is calculated over the 1296 initial configurations simulated for each heterodimer.  
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Figure 2: Distribution of the crossing angles Ω (°) calculated for the HERTM heterodimers 

models resulting from geometric filters. Left-handed structures are dominant with Ω ranging 

between 20° and 35°. HER2-4
TM and HER3-4

TM heterodimers are characterized by a large 

number of parallel dimers Ω = ± 5°. Very few right-handed structures are formed between the 

TM domains. 
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GxxxG-like motifs mediate HERTM  association 

 

The presence of SmxxxSm motifs (Sm is a small residue Gly, Ala, Ser or Thr and x is any 

residue) in all the TM domains of the receptors motivates an analysis of their position at the 

dimer interface. For that, we have undertaken the analysis of the residues implicated in short 

contacts (Cα-Cα distance between the TM monomers ≤ 6 Å). This analysis uses all the 

“good” structures obtained after the last selection step. The results are shown in Figure 3. 

The plots clearly evidence that the residues with a high occurrence at the dimer interface are 

the residues of the GxxxG motif or more largely those of the SmxxxSm motif. In the case of 

HER1
TM, Ser645, Ala647, Thr648, Gly649 at the N-terminus and Ala661 and Gly665 at the 

C-terminus are the most frequent at the dimer interface. For HER2TM, all the small residues, 

particularly the polar residues Ser and Thr at the N-terminus have a high frequency of 

occurrence similarly to the Gly residues of the C-terminus. The same features are observed for 

HER4
TM with a strong implication of Gly and Ala at the interface. In the case of HER3

TM, the 

polar residues Thr643 and Thr647 included in the N-terminal motifs are also often present at 

dimer interfaces. Despite the fact that HER3
TM is the only domain of the receptor family 

without putative dimerization motif at the C-terminal side, the two Gly residues 660-661 

localized at the same level than the second dimerization motif of the other HERTM domains, 

frequently occur in close proximity with the facing helices. 

The predominance of the small residues of the TM domains at helix-helix interface is 

recognized as a main property of helices in membrane proteins (Adamian and Liang 2001; 

Eilers et al. 2000; Gratkowski et al. 2001; Javadpour et al. 1999; Walters and DeGrado 2006; 

Zhou et al. 2001). 

 

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

demonstrate that ErbB TM domain interactions are driven by such motifs makes reliable the 

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

Number of times the residue Rk of the monomer HERiTM (i=1- 4) is close to any residue Rl of 

the second monomer HERj
TM (j=1-4, j ≠ i): distance Cα Rk- Cα Rl ≤ 6 Å. The analyses use the 

structures of all the heterodimers HERi-j
TM (6 types) resulting from the final selection (see 

Table 1). The number of residue pairs examined is 223 for HER1, 238 for HER2, 170 for 

HER3 and 187 for HER4. The GxxxG-like motif of the HERTM sequences and the extended 

motifs SmxxxSm are underlined. HER3
TM exhibits only one GxxxG motif at the N-terminal 

side. The two Gly residues at a position similar to that of the C-terminal motif found in all 

others sequences are highlighted.  
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Structures and characteristics of the heterodimers 

 

All the HERi-j
TM heterodimers models will not be detailed in the following. For sake of 

clarity, only the structures having the best interest in term of dimer stability or in term of 

helix-helix interactions, with a net implication of the N-terminal or the C-terminal 

dimerization motif are given. In addition, the models detailed below are those for which the 

structure of the two helices is the closest to the regular α structure. The energetic and 

geometrical characteristics of these dimer models are collected in Table 4.  

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

chains but their life time is generally very short and do not contribute to dimer stabilization.  

 

HER2
TM  and its partners 

 

Among the 14 structures retained for the HER2-1
TM heterodimers, three structures are 

presented. One is a right-handed structure with the two helices crossed with a small angle. 

This structure is the most stable with helix-helix interactions mediated by the N-terminal 

motif. The shortest residue-residue distance is observed between the two facing Gly residues 

660 and 652 of HER1TM and HER2
TM respectively. Interactions between the two monomers 

are the most favorable of all other models because of strong electrostatic interactions (about 

30% of the helix-helix interactions). It is to note that it is the only structure which exhibits a 

strong interhelical HB between the carbonyl group of Thr648 on HER1TM and the side chain 

of Ser656 on HER2TM. The second structure exhibits parallel helices in tight contacts all along 

the dimer interface giving thus the largest contacting surface of all the selected models. The 

polar residues Ser645 and Thr648 of HER1
TM and Thr652 and Ser656 of HER2

TM pertaining 

to the SmxxxSm motifs are in close proximities and Gly residues of the C-terminal motifs are 

buried within the dimer interface. For this model, the contribution of the C-terminal motif to 

the association is slightly stronger than that of the N-terminus. The Phe residues, with their 

side chain oriented towards the dimer interface increase the van der Waals interactions. 

 

The left-handed structures constitute the main family of the HER2-1
TM heterodimers. One 

structure with helices crossed at 22° (the crossing angle is between 20° and 40° for the set of 

left-handed structures) represents this family. The stability of this heterodimer and the 

magnitude of helix-helix interactions are very similar to the two others. The shortest residue-
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residue distances are observed at the C-terminal extremity and, in average, the two motifs 

contribute weakly to the association.  

For these HER2-1
TM MD models, the GxxxG-like motif, either at the N-terminus or at the C-

terminus exerts favorable but weak inter molecular interactions. Calculated energy values for 

the “true” GxxxG motif do not exceed -5 kcal/mol. Motif-motif interactions results from the 

sum of dominant van de Waals interactions and very often of positive electrostatic 

interactions. This is a general characteristic of the energetic contributions of GxxxG 

dimerization motifs for all the heterodimers.  

 

The HER2-HER3 TM association leads to a number of “good” structures relatively low. MD 

models have been presented in our previous paper and only two of them (referred to as L1 and 

L4) (Samna Soumana et al. 2007) are recalled here. For most of the models the N-terminal 

motif is a mediator of the interactions. However, several models show that helix-helix 

contacts can be formed through the C-terminal side. This result is not expected owing to the 

absence of dimerization motif at this extremity for HER3
TM. As shown below, all 

heterodimers formed with HER3
TM show the presence of the residues Gly660 and Gly661 at 

the dimer interface.  

One of the models presented exhibits the best stability with an energy value equal -175 

kcal/mol in average. The two residues of the N-terminal motif, Ala657 and Thr647 

respectively on HER2TM and HER3
TM, are in a close approach. Helix-helix interactions and the 

binding free energy are the lowest of all the MD models. The other left-handed model is 

slightly less stable and shows short Gly-Gly inter helical distance at the C-terminus. Helix-

helix interactions are much less favorable than for the previous structure. These two models 

are much more stable that the HER2-1
TM heterodimers and this is observed for most of the 

other selected models (data not shown). Figure 4 represents these two structures and 

highlights the dimer interface. It is to note that the two modes of association reveal a different 

orientation of the helices. This will be discussed in the following. 

 

 

HER4
TM appears as very bad partner of HER2

TM as stated by the stability of the heterodimers 

and inter helical interactions that are slightly lower than those calculated for the other types of 

heterodimers. HER4TM is the only TM span without polar residues at the N-terminus leading 

to low electrostatic interactions between the helices. Helix-helix association is essentially 

governed by the van der Waals interactions for this heterodimer. Much of the models exhibit 
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helices far from a regular helix (limit of the geometric criteria). Helix distortions are probably 

induced by the presence of bulky side chains (Phe, Tyr) which are aligned along the same 

helix face composed of small residues. 

Two structures relatively different corresponding to the HER2-HER4 TM association are 

detailed. One is a left-handed structure for which the crossing angle is the greatest (40°) and 

helix-helix contacts are the shortest. The second model is constituted by two parallel helices 

in weak interactions. The two Gly residues 668 and 672 on HER2TM and Gly668 on HER4TM 

favor tight contacts at the C-terminal side. For this parallel association, the bulky residues Phe 

and Tyr are oriented out of the interface and electrostatic interactions are null. For these two 

models, the distance between the two helix axes is short compared to the other types of the 

heterodimers. 

 

In conclusion, HER2TM associates very favorably with HER1
TM and HER3

TM forming stable 

dimers. The heterodimers formed with HER4
TM are much less stable. Helix-helix interactions 

are not correlated to the stability of the dimer but are correlated to the binding free energy.  
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Figure 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4: HER2-3

TM heterodimer. The two structures described in Table 4 are superimposed 

(Cα atoms of the backbone). Small residues including Gly, Ala, Ser and Thr are represented 

by their vdW surface. The association mediated by the N-terminal motif shows the contacting 

surface between the residues of HER2
TM (pink) and the residues of HER3

TM (red). For this 

association Gly of the C-terminal motif of HER2
TM and at the C-terminal side of HER3

TM are 

out of the interface. When helices associate via the C terminus, Gly residues are oriented 

within the interface (HER2TM: light blue, HER3
TM: blue) and the small residues of the N-

terminus are out of the interface.  
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HER3

TM  and its partners 

 

The TM domain of the ErbB3 receptor associates favorably with the other domains of the 

family. In terms of dimer stability, it is HER1TM which associates the most favorably followed 

by HER2
TM and then by HER4TM. The structures the most representative of the association 

with HER3
TM are left-handed coiled coils. When helix-helix association is mediated by the N-

terminal motif, Thr647 is the most frequently involved at the dimer interface. At the C-

terminal side, Gly660 or Gly661 are often involved in the interactions with the second helix 

although they are not included in a dimerization motif. This is shown in Figure 5. These two 

Gly residues are followed by a Thr residue the side chain of which participates, but rarely, to 

HB’s interactions with residues of the opposite helix. For the three heterodimers formed with 

HER3
TM, helix-helix interactions are generally the strongest when residues of the N-terminal 

motif are in a close approach. In the case of HER1-HER3 TM association, electrostatic 

interactions can be relatively strong compared to the van der Waals interactions (ratio 1:2). 

This is also observed for HER2-3
TM and HER3-4

TM heterodimers owing to the presence of 

residue Thr647 at the interface. 

The shortest Cα-Cα distances within the interface are comprised between 4.3 and 4.8 Å while 

for all other models the closest residues are at the most separated by a distance of 5.5 Å. All 

the heterodimer models have their helices at a distance around 8.2 Å in average which is 

slightly shorter than found for left-handed coiled coils in membrane proteins.  

Very negative values calculated for the binding free energy are correlated to strong helix-helix 

interactions. More the contacting surface is large, more stable is the dimer due to strong van 

der Waals interactions. Such a correlation between strong association and large contacting 

area is better evidenced for the left-handed structures. Obviously the magnitude of the 

interface area depends on the orientation of the two helices relatively to each other.  
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Figure 5  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5: Gly residues at the dimer interface of the heterodimers formed with HER3TM. a) 

HER2-3
TM heterodimer. b) HER3-4

TM heterodimer. The Gly residues are represented by van der 

Waals surfaces. Gly on HER3
TM are in red, Gly on HER2TM and HER4TM are colored yellow. 

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

 

 

a b 
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HER4
TM  and its partners 

 

The behavior of two partners of HER4
TM has been described previously showing that the 

association with HER3TM is very favorable while that with HER2
TM is not. In the case of the 

association with HER1TM the heterodimers exhibit intermediate stability. The two structures 

described in Table 4 are left-handed coiled coils with helices almost regular. Helices are not 

vertically shifted and in both models the small Ala and Gly residues of either the N-terminal 

motif or the C-terminal motif are in contact at the interface. As noted before, the particularity 

of the TM domain HER4 is the absence of polar residues at the N-terminal side that may 

explain weak helix-helix interactions at the level of the dimerization motif.  
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TABLE 4 

 

 
 

  Einter Motif 
   HERi_j TM Motif Ω  DHi-Hj  

 
DCαi-Cαj 

 
RHi-RHj SA  

Etot  
dimer 

Einter ∆G°bind 
N ter Cter 

  N ter -12 8.4 4.3 G660-G652 632 -140 -66 -152 -5 -2 

  N ter 0 8.6 4.2 T652-S645 741 -134 -76 -151 -1.2 -3 

  

HER2-1 

C ter 22 8.1 4.7 G672-F667 721 -128 -69 -144 -1 -2 

              
  N ter 40 6.8 4.1 A657-G659 627 -94 -57 -149 -0.8 -7.4 

  
*HER2-4 

C-ter -10 5.5 4.7 V665-V665 595 -81 -43 -136 -0.7 -2.6 

              
  N ter 24 8.1 4.4 A657-T647 687 -175 -65 -161 -4.1 -4.1 

HER2
TM 

partners 

  
HER2-3 

C ter 13 8.7 4.8 G668-G660 590 -168 -42 -140 -1.7 -1.7 
              
  N ter 23 8.1 4.7 M650-T647 709 -198 -69 -185 -7.1 -7.1 

  
HER1-3 

C ter 21 8.2 4.8 L666-G661 672 -207 -62 -178 -3.8 -3.8 

              
  N ter 27 7.8 4.8 T647-G656 734 -151 -72 -180 -4.6 -4.6 

  
*HER3-4 

C ter 23 8.2 4.3 G660-G668 673 -138 -45 -139 -1.4 -1.4 

HER3
TM 

partners 

              
  N ter 21 9.1 5.3 A647-A655 641 -108 -46 -141 -1.5 -1.9 HER4

TM 
partners   

*HER1-4 
C ter 28 7.8 4.2 G665-A672 603 -102 -42 -129 -2.5 -4.9 

 

Table 4: Characteristics of the HERi-j
TM heterodimers models. 

All the selected structures are not detailed. Only an example of association via the N-terminal 

motif and the C-terminal motif is given for the different heterodimers (see text). Right-handed 

structures are characterized by a negative value of the crossing angle (Ω). A positive value 

characterizes a left-handed structure. Helix-helix angle is between -10° and +10° for parallel 

dimers. Crossing angle Ω (°) is calculated following a method by Chothia (Chothia et al. 

1981) included in CHARMM. DHi-Hj (Å): inter-helical distance between the two helices; DCαi-

Cαj (Å): minimum distance between Cα atoms of opposed residues RHi-RHj. SA (Å2): 

contacting surface area at the dimer interface. The total energy of the dimer (Etot dimer) is the 

sum of the intramolecular energy of the two helices and helix-helix interactions Einter. ∆G°bind 

is mean value of the binding free energy in the gas-phase (see text for definition). Einter motif 

is calculated between the dimerization motif GxxxG (see Figure 1) for the N-terminal motif 

and the C-terminal motif). Energy terms are in kcal/mol. (*): heterodimers formed with 

HER4
TM  

 

136



 

 

Discussion 

 

Receptor-receptor interactions in the ErbB family display distinct selectivity defining 

hierarchy and competition relationships (Prigent et al. 1992; Riese et al. 1995; Tzahar et al. 

1996). Until recently, activation of the ErbB receptors was attributed to ligand-induced 

dimerization of the extracellular domains of the receptor, but numerous data tend to 

demonstrate that receptors can associate prior to ligand binding. Other dimerization sites, 

distinct from extracellular sites can mediate homo and heterodimerization. Specifically, the 

two GxxxG consensus motifs in the TM span that are able to induce intrinsic dimerization 

(Mendrola et al. 2002) may explain the hierarchy, the competition and directionality of 

receptor-receptor contacts. The power of heterodimerization of the TM spans has been 

recently studied by fluorescence resonance energy transfer (FRET) (Duneau et al. 2007) and it 

was shown that the ability of the TM helix pairs to form dimers varies from non interactive 

pairs to strong dimerization. A hierarchy of TM interactions exists and HER2
TM was shown as 

the TM span having the largest tendency to heterodimerize with HER3TM and HER1
TM. 

However, a direct implication of the dimerization motifs within the different heterodimers has 

not been reported. These experiments need to be complemented by structural bases and, for 

this purpose, we investigated structural models of TM domain of ErbB heterodimers by using 

conformational search method combined to MD simulations (Samna Soumana et al. 2007). 

Our aim is to give insight into the hierarchy of interactions of these domains with the hope to 

evidence the role of the consensus motifs in the association.  

 

Hierarchy of interactions  

 

Surprisingly and contrarily to what is observed from FRET measurements we find that 

HER3
TM exhibits the largest tendency to associate with the three other partners. HER3

TM is the 

only domain with impaired C-terminal motif but the best representative heterodimer models 

including this domain show that the two Gly residues localized at the C-terminal side can 

serve to mediate interactions. HER1-3
TM heterodimers are more stable than HER2-3

TM 

heterodimers. The association of HER3
TM with HER4

TM is a little less favorable and the 

stability of the heterodimers is of the same order of magnitude than those formed by HER2
TM 

and HER1
TM. HER1-4

TM and HER2-4
TM are the less stable heterodimers indicating a low 

affinity of the monomers which is in agreement with FRET experiments (Duneau et al. 2007). 
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The most striking finding concerns HER3-4
TM. Theoretical results show that the stability of 

this heterodimer is approximately that calculated for HER1-2
TM. Experimental studies place 

HER3-4
TM at the last rank in the hierarchy of TM interactions while HER1-2

TM is at the first 

rank owing to the highest affinity. 

Strong interactions calculated between HER3
TM and HER4

TM can be explained by the strong 

hydrogen bonds between the N-terminal residues and especially those involving Thr643 of 

HER3
TM that increase significantly the inter helical interactions (data not shown). It is to note 

that this heterodimer counts the greatest number of aromatic residues. For the two 

representative models the Phe and Tyr rings are stacked at the C-termination and inter helical 

hydrogen bonds involving one hydroxyl group of Tyr residues and a carbonyl group of the 

opposed helix are sparsely formed. These interactions do not contribute significantly to 

stabilize the dimer.  

Studies undertaken on the whole receptors indicate that inter ErbB receptor cross talks obey to 

a hierarchy almost similar to that observed for the TM domains. This is shown in Table 5 

along with the hierarchy of interactions deduced from our theoretical study. 

According to Tzahar (Tzahar et al. 1996) ErbB2 receptor interacts with the other three 

proteins with the most potent interaction with ErbB3 which is a kinase defective member of 

the family. The superior ability for ErbB2 to form dimers with ErbB1 and ErbB3 is also 

described for the TM domains. Heterodimerization of ErbB3 and ErbB4 receptors was not 

detected using affinity labeling and coimmuno precipitation experiments (Tzahar et al. 1996) 

but interactions exist as demonstrated by Riese and al. (Riese et al. 1995). Apparent 

discrepancies are explained by the differences in ErbB expression levels and cellular 

environments. Otherwise, simulations studies using a detailed kinetic model applied to ErbB 

receptor dimerization show that ErbB3-ErbB2 heterodimers are more abundant than ErbB2-

ErbB1 heterodimers themselves more abundant than those formed by ErbB1 and ErbB3, this 

when receptors are subjected to ligand stimulation (Shankaran et al. 2006). The 

heterodimerization of the ErbB4 receptor was not reported in this study.  

 

Some discrepancies exist between experimental data on the whole receptors and the TM 

domains on one hand and between experimental and theoretical data in the other hand. 

Obviously, the comparison is difficult. Experiments on the whole receptors take into account 

the environment of the cell and the presence of other receptors and their ligands. Experiments 

on the TM domains, as evidence, ignore the effects of the extra and intracellular domains. In 

addition, these experiments use synthesized peptides containing minor changes in the 

138



 

sequence in order to enhance FRET signals and are reconstituted in micelles. Theoretical data 

reflect exclusively the intrinsic properties of the exact sequence of TM domains without any 

environmental constraint. 

Moreover, the scale of affinity of the TM spans defined from modeling study depends on the 

choice of the energetic parameter. One parameter can be the stability of the heterodimers 

giving a global view of the association including both inter molecular and intra molecular 

interactions which include the effects the deformability of the helices needed for optimal 

association. A second parameter can be solely the magnitude of helix-helix interactions that 

highlight the affinity of the two monomers and the importance of the recognition motifs. In 

both cases it is shown that HER3
TM is the TM domain which associates the most favorably 

with the other partners (Table 5). The affinity of HER2
TM with HER1

TM is close to that of 

HER3
TM with HER4

TM. HER2-4
TM and HER1-4

TM are the heterodimers of lower affinity as 

observed experimentally.  
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Table 5 
 

 
 
 
 

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

Whole receptor 
(�) 

ErbB2-3 ERbB2-1 ErbB2-4 ErbB1-3 ErbB1-4 ERbB3-4? 

TM domain (�) 
Experiments 

HER2-1 HER2-3 HER1-3 HER2-4 HER1-4 HER3-4 

Whole receptor 
(�) 

Kinetic model ErbB2-3 ERbB2-1 ErbB1-3 _ _ _ 

(*) HER1-3 HER2-3 HER3-4 HER2-1 HER1-4 HER2-4 
TM domain 
(this work) 

(§) HER2-1 HER1-3 HER3-4 HER2-3 HER2-4 HER1-4 

 
Table 5: Hierarchy of interactions of the ErbB receptors defined form experiments for the 

whole ErbB receptors (�) (Tzahar et al. 1996) and for the TM domains (�) (Duneau et al. 

2007). Data from Shankaran (�) (Shankaran et al. 2006) are obtained from a kinetic model 

only for the three receptors ErbB1, 2, 3. The theoretical hierarchy is defined from the best 

representative structures given in Table 4 using the scale of dimer stability (*) and the 

magnitude of helix-helix interactions (§).  
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The recognition motifs 

The main finding of this study is that the SmxxxSm motifs are recognition patterns of the TM 

domain of the ErbB family. For all the heterodimers, TM helix pairs form stable structures 

when the small residues, namely Gly, Ala, Ser, Thr, are dominant at the dimer interface. This 

is a characteristic of the packing of helices observed in membrane proteins (Adamian and 

Liang 2001; Javadpour et al. 1999). 

The association via the N-terminus generally leads to the more stable state of the dimer and 

helix-helix interactions are the strongest in correlation with the best affinity of the monomers. 

In the case of the HER1-3
TM heterodimer the two modes of association either through the N-

terminus or the C-terminus are very similar in term of dimer stability and affinity of the 

monomers.  

According to experimental studies, these two motifs may have a different role in the 

dimerization process. Mendrola and collaborators (Mendrola et al. 2002) demonstrated from 

TOXCAT measurements that the TM domains of the ErbB receptors self-associate strongly in 

the absence of the extracellular domain. For ErbB2/Neu it was hypothesized that one of the 

two motifs of the TM domain could promote the formation of an active conformation. 

Computational studies have shown that this TM domain may undergo dimerization via either 

one of the two motifs (Fleishman et al. 2002). Supposing a right-handed structure for the two 

dimerization states, a molecular-switch model for the activation of the receptor was proposed. 

Movements of sliding and of rotation of each monomer with respect to the other would allow, 

theoretically, switching between the two dimerization modes that would correspond to active 

and inactive states.  

This molecular-switch model could be applied to the ErbB1 and ErbB2 receptors. Indeed, 

recent biological studies have shown that the N-terminal motif of the TM domains of these 

receptors does not play a uniform role in dimerization process (Gerber et al. 2004). While the 

N-terminal motif of the TM domain of ErbB2 appears to be involved in homodimerization 

that of ErbB1 seems to be insufficient for the formation of homodimers. It is suggested that 

the two distinct recognition motifs of the TM domain of ErbB1 are specific for different 

interaction, the N-terminal motif being necessary for heterodimerization with the TM domain 

of ErbB2 whereas the C-terminal motif is needed for homodimerization. These two distinct 

functions could be achieved through a mechanism similar to the molecular-switch model 

proposed for self-association of HER2
TM.  
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The present study shows that the two dimerization modes exist for all the TM heterodimers 

even for those formed with HER3
TM that impairs the second recognition motif. Although left-

handed structures are found preponderant over right-handed structures for all types of 

association, one may hypothesized that this molecular-switch model may apply to all the TM 

domains of ErbB heterodimers. This has been already suggested by Fleishman et al 

(Fleishman et al. 2002).  

The Figure 4 which shows the dimer interface for the two modes of association of the HER2-

3
TM

 heterodimer illustrates this hypothesis. When the two segments associate via the N- 

terminus, the small residues Ser653, Ala657, Gly660 on HER2
TM and Thr647 and Ala650 on 

HER3
TM are completely or partially buried within the interface while the Gly residues of the 

second motif on HER2TM and one of the two Gly residues on HER3
TM are fully accessible. On 

the contrary, when the two TM spans associate via the C-terminus, the four Gly residues, 668 

and 672 on HER2TM and 660 and 661 on HER3
TM, are completely buried (accessible surface 

null) while all the small residues of the N-terminus are fully accessible except Ala645 on 

HER3
TM.  

The same observation can be made for the HER2-1
TM heterodimers. Ser653, Ser656, and 

Gly660 on HER2TM and Thr648 and Gly652 on HER1
TM are hidden at the interface in the case 

of the N-terminal association while Gly and Ala of the GxxxG motif at the C-terminus of the 

two monomers are fully exposed. These same Gly residues (672 on HER2TM and 665 on 

HER1
TM) are oriented towards the interface and totally inaccessible while almost all the small 

residues at the N-terminus are fully accessible when the association is mediated via the C-

terminus. Similar characteristics are observed for the HER2-4
TM and HER1-4

TM heterodimer 

models. Such correlation between accessible residues at the C-terminus and buried residues at 

the N-terminus, and reciprocally, is less pronounced for HER3-4
TM and HER1-3

TM but this 

remark could be a consequence of helix deformations seen in the models. 

 

Thus, the present study shows that the two dimerization modes are associated to different 

orientations of the helices. The fact that when one motif is within the dimer interface while 

the other is oriented outside and become accessible for other interactions appears to be a 

common characteristics of the HERTM heterodimers. This result allows suggesting that these 

two modes of interactions could serve to the ErbB2 receptor to exert the function of lateral 

mediator as hypothesized from experiments (Shankaran et al. 2006).  

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

mechanisms.  
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Conclusion 

 

Dimerization of the ErbB receptor family is governed by complex interactions that involve 

multiple parts of the receptor. Interactions between the extracellular domains of the receptors 

are not sufficient to stabilize dimers and additional interactions in the TM spans may aid in 

their stabilization. 

The present study allows a better understanding of the nature of the interactions within 

heterodimers. The prediction of TM heterodimerization models leads to the description of the 

different modes of association and to an explicit identification of interfaces. The two modes of 

association mediated either by one of the two dimerization motifs of the TM domain may play 

a role in competition processes between the receptors.  

MD models for TM heterodimerization add to the understanding of the complex interaction 

network of the ErbB receptors and can serve to design new experiments. 
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Conclusion 

 

La prédiction des modèles des hétérodimères transmembranaires montre l’importance des 

motifs dimérisants de type GxxxG. Les motifs N-terminal et C-terminal présents dans la 

séquence du domaine TM sont capables de médier l’association de tous les domaines. Les 

deux modes d’association entrainent des orientations différentes des hélices. Lorsqu’un motif 

est présent à l’interface du dimère, l’autre motif est orienté vers l’extérieur de l’interface et 

devient donc accessible pour d’autres interactions.  

La visualisation des structures des modèles des hétérodimères illustre la différence des 

interfaces (figure 4.1). La différence d’orientation des hélices est bien illustrée dans le cas des 

hétérodimères HER2-3
TM, HER2-4

TM, HER2-1
TM et HER1-4

TM. Elle semble moins marquée pour 

les hétérodimères HER3-4
TM et HER1-3

TM.  

Les études expérimentales de Duneau et collaborateurs suggèrent fortement que la hiérarchie 

des interactions des domaines TM est corrélée à celle des récepteurs entiers. Il existe une 

compétition entre les différents récepteurs. Le domaine TM des récepteurs ErbB pourrait 

participer à ces processus de compétition par la voie de diverses combinaisons possibles de 

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

Par ailleurs, le récepteur ErbB2 est supposé être un médiateur latéral des interactions entre 

récepteurs (Shankaran et al. 2006). Nos modèles simulés pourraient être exploités dans ce 

sens pour montrer quel est le rôle de ce domaine TM dans les processus latéraux 

d’interactions et dans la compétition entre les différents récepteurs. Le milieu membranaire 

peut jouer un rôle modulateur dans ces processus. 

J’ai commencé à aborder cet aspect du milieu membranaire en étudiant l’insertion des 

différents monomères dans une bicouche de POPC et leur comportement structural. L’étape la 

plus importante est celle des hétérodimères avec pour objectif une meilleure caractérisation 

des modes d’association N et C-terminaux. 

Il est bien évident que ces études dans le milieu membranaire ne permettront pas de répondre 

complètement à la question du rôle du domaine TM des récepteurs ErbB dans les processus 

latéraux des interactions et de l’échelle hiérarchique des interactions mais elles pourront 

susciter de nouvelles expériences. 
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La hiérarchie d’interactions des domaines TM des récepteurs HER est loin d’être établie de 

façon définitive. Des études supplémentaires sur ces domaines TM sont donc nécessaires pour 

la compréhension du mode d’association des hélices transmembranaires.  
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CONCLUSION GENERALE 

 

Les études de simulations numériques de dynamique moléculaire sur les domaines 

transmembranaires (TM) des récepteurs à activité tyrosine kinase de la famille de l’EGFR ont 

permis d’accéder à des informations structurales sur l’association hétérodimérique de ces 

récepteurs. 

 

La première partie de ce travail a consisté à la mise au point d’une méthode théorique de 

recherche conformationnelle pour explorer les associations des domaines TM. Cette stratégie 

a été divisée en trois phases. La première phase a consisté en la construction des dimères des 

domaines TM en balayant l’ensemble des interfaces dimériques. La deuxième étape combinait 

des techniques de mécanique et de dynamique moléculaires réalisées in vacuo ce qui fait 

l’originalité de la méthode par rapport aux études antérieures. Cette phase est suivie d’une 

étape de sélection des structures, basée uniquement sur des critères géométriques déduits 

d’analyses statistiques sur les protéines membranaires de structure tri-dimensionnelle 

connue. 

Pour être validée, cette méthode a été tout d’abord appliquée à l’homodimère du domaine TM 

de la glycophorine A (GpA) dont la structure tri-dimensionnelle a été résolue par RMN 

(MacKenzie et al. 1997). Nos simulations ont permis de proposer un nombre très restreint 

(six) de modèles théoriques d’association des hélices TM parmi lesquelles une structure est en 

très bon accord avec les données expérimentales. Le RMSD sur les atomes Cα est de 1.5 Å 

entre cette structure et la structure RMN. De plus, 66% des contraintes RMN sont respectées 

pour la structure simulée. 

 

Cette validation de la méthode de prédiction a permis de poursuivre les études des 

hétérodimères du domaine TM des récepteurs de la famille ErbB. Nos études montrent une 

nette préférence pour l’association gauche des hélices TM des récepteurs ErbB, et cela quel 

que soit l’hétérodimère considéré. De plus, l’association de ces domaines implique 

principalement des petits résidus de type Gly, Ala, Ser et Thr. La plupart de ces résidus 

composent des motifs de dimérisation du type GxxxG ou plus largement du type SmxxxSm. 

 

Les résultats obtenus nécessiteraient d’être optimisés pour choisir de manière plus 

catégorique lequel de ces modèles est préférentiellement formé. Toutefois, on peut également 

supposer qu’il existe un équilibre entre les différents modèles proposés. Afin d’affiner encore 
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plus les modèles, d’autres études théoriques de simulations de dynamique moléculaire sont 

envisagées. Il s’agit par exemple d’étudier dans un environnement membranaire constitué de 

molécules de POPC, le domaine TM des différents monomères ErbB et les modèles des 

hétérodimères sélectionnés. Les simulations des monomères ErbB dans ce modèle de 

membrane sont déjà effectuées. Celles des hétérodimères viennent de démarrer. Ces études 

devraient permettre d’une part de comprendre le mode d’insertion des hélices ErbB dans un 

environnement membranaire et aussi de rendre compte de l’effet de cet environnement sur les 

domaines TM des récepteurs ErbB et leur association. Ces études devraient aussi permettre 

d’affiner la hiérarchie d’interactions des domaines TM. Il est envisagé de poursuivre les 

études pour tenter de déterminer les énergies libres d’interactions. Ainsi, les résultats obtenus 

pourront être comparés aux données expérimentales. 

Toutefois, pour définir un modèle préférentiel d’association ou pour caractériser un équilibre 

entre plusieurs modes d’association, des études expérimentales supplémentaires seront 

nécessaires. Ces études pourraient être effectuées sur des mutations au sein du domaine 

transmembranaire par exemple au niveau des petits résidus (au niveau d’un des motifs de 

dimérisation) qui occupent l’interface des dimères gauches sélectionnés afin de bloquer cette 

association. Si l’activité de ces récepteurs est inhibée in vitro et/ou in vivo, alors, on pourrait 

conclure que l’association gauche des hélices des récepteurs ErbB est la plus favorable. De 

plus, le motif de dimérisation le plus impliqué pourrait être identifié. 

 

On pourrait aussi envisager d’appliquer cette méthode de prédiction de modèles aux 

protéines membranaires formées de plus de deux hélices TM. L’avantage de cette procédure 

est de ne pas faire appel à des contraintes d’angle de croisement et/ou de symétrie 

contrairement aux méthodes classsiques de prédiction de structures. 

 

La complexité des interactions entre les récepteurs ErbB et de leur mécanisme d’action est 

loin d’être complètement élucidée. Beaucoup d’équipes dans le monde déploient des efforts 

importants pour comprendre le fonctionnement de cette machinerie. 

 

Les travaux effectués au cours de cette thèse représentent une part infime dans la réflexion 

globale des mécanismes impliqués dans la fonction des récepteurs ErbB. Mais on peut 

espérer que les avancées des techniques expérimentales et théoriques permettront de 

caractériser les structures des récepteurs entiers et leur association afin d’aider au 

développement de nouveaux agents thérapeutiques contre les cancers. 
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I Introduction 

 

Les mutations et les dysfonctionnements de gènes codant pour des RTK entraînent de 

nombreux changements dans leurs structures et leurs fonctions ce qui contribuent à 

l’apparition de diverses pathologies telles que le psoriasis, l’athérosclérose, ainsi que de 

nombreux cancers comme des cancers du poumon, du colon, du sein, etc. (Levitzki 1999; 

Robertson et al. 2000). 

L’auto-suffisance en terme de signaux de croissance, l’insensibilité aux signaux d’inhibition 

de croissance, la perte d’apoptose, le potentiel de réplication sans limite, l’induction d’une 

angiogenèse soutenue et l’invasion cellulaire et les métastases sont les principaux points qui 

caractérisent le cancer (Hanahan and Weinberg 2000). 

 

Les RTK et leurs voies de signalisation sont impliqués dans au moins quatre de ces points. En 

effet, des mutations activatrices et/ou la surexpression des RTK et de leurs ligands peuvent 

conduire à un dérèglement de la croissance cellulaire. De plus, on peut citer en exemple le 

récepteur de l’IGF1 qui est un élément clé de la machinerie contrôlant la mort cellulaire 

(Furstenberger and Senn 2002) ou les récepteurs du VEGF, du PDGF et du FGF, impliqués 

dans la signalisation initiant l’angiogenèse (Distler et al. 2003; Folkman 2002). Des mutations 

au sein de la tyrosine kinase Met qui est un récepteur à haute affinité pour l’HGF/SF 

(Hepatocyte Growth Factor/scatter Factor) ont été observées dans des carcinomes papillaires 

rénaux humains. Jeffers et collaborateurs (Jeffers et al. 1998) ont montré que ces mutations 

entraînaient un dérèglement de l’activité enzymatique de Met. De plus des cellules NIH 3T3 

exprimant la protéine Met activée par mutation devenaient transformantes in vitro et 

tumorigènes in vivo. Ils ont également montré que ce mutant Met induit des métastases 

expérimentales in vivo. 

Chacun de ces points constituent une cible pour une nouvelle génération de molécules à visée 

thérapeutique, ce qui positionnerait les RTK à un rang privilégié parmi les cibles potentielles 

pour lutter contre des pathologies liées à ces anomalies.  

En effet, en 2002, Cohen affirmait que les protéines kinases seraient au cours du 21ème siècle 

les principales cibles de traitements dirigés contre le cancer mais aussi contre d’autres 

pathologies (Cohen 2002). 

Il y a une vingtaine d’années déjà, Bishop et Varmus (Varmus and Bishop 1986) montraient 

que les gènes de rétrovirus animaux induisant le cancer comme v-src correspondent en fait à 
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des gènes de l’hôte ayant été mutés et recombinés dans le génome viral. Cela a soulevé le 

problème suivant : est-ce que l’oncogène en tant que concept présente un lien avec 

l’apparition de cancers humains?. Ce premier lien établi entre le produit d’un gène humain qui 

régule la prolifération cellulaire normale et un oncogène viral suggérait que le développement 

de cancers humains pourrait impliquer des anomalies au niveau de l’expression et de la 

structure de gènes endogènes ayant des rôles importants dans la régulation de la prolifération 

cellulaire. Le clonage et l’analyse de séquences d’un ADNc codant pour une protéine de 

surface cellulaire qu’est l’EGFR humain, a apporté une réponse partielle à cette question en 

révélant un lien très proche entre ce récepteur et l’oncogène ErbB (Downward et al. 1984; 

Ullrich et al. 1984). Ces résultats furent d’autant plus intéressants que le clonage a été réalisé 

à partir d’une lignée cellulaire humaine appelée A431 obtenue à partir d’un sarcome de 

l’épiderme humain. La recherche d’aberrations génétiques similaires dans des tissus tumoraux 

en utilisant des sondes d’ADNc de l’EGFR et de son proche parent ErbB2/HER2/Neu a 

permis de révéler que le gène codant pour le récepteur HER2/Neu est 100 fois amplifié dans 

des cellules tumorales, et ce chez 30% des patientes atteintes de cancers invasifs du sein. Une 

corrélation clinique a d’ailleurs été établie entre l’amplification du gène codant pour 

HER2/Neu, la surexpression de ces récepteurs et un taux de survie et de rémissions largement 

diminué par rapport à des patientes atteintes de cancers qui présentent une quantité normale 

de ces récepteurs (Slamon et al. 1989). C’est pourquoi la famille d’oncogènes ErbB/HER est 

une cible prometteuse pour de nouvelles molécules à visée anticancéreuse, et elle a été la 

première pour le développement de médicaments anti-oncogènes. L’importance de la 

découverte de nouvelles cibles dans le traitement du cancer semble évidente. 

En effet, ces récepteurs peuvent être inactivés soient par des molécules solubles dans l’eau 

comme des anticorps ou des antagonistes de liaison, soient par des substances perméables à la 

cellule comme des inhibiteurs de kinase. 

 

Je traiterai dans un premier temps de l’altération des gènes ErbB avant de voir dans une 

seconde partie le lien entre les découvertes croissantes sur les fonctions de ces récepteurs 

ErbB et leurs ligands et leurs dysfonctionnements dans certains cancers chez l’homme. Dans 

une troisième partie, nous verrons le développement de nouveaux médicaments ciblant ces 

récepteurs. 
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II  Altération des gènes ErbB 

 

Plusieurs altérations génétiques des récepteurs ErbB sont constatées dans les cancers humains 

(tableau A.1.1) (Normanno et al. 2006).  

 

La surexpression du gène de ErbB1 a été  trouvée dans plusieurs tumeurs et cela est souvent 

associé à une surexpression de la protéine ErbB1 (Normanno et al. 2003; Normanno et al. 

2003; Salomon et al. 1995). Des mutations de l’EGFR se produisent fréquemment dans un 

certain nombre de cancers comme des gliomes, des cancers du poumon n’étant pas à petites 

cellules (NSCLC), des cancers de la prostate et des ovaires (Garcia de Palazzo et al. 1993; 

Normanno et al. 2006; Pedersen et al. 2001; Schwechheimer et al. 1995). Il a été constaté une 

amplification du gène ErbB1 dans environ 37% à 58% des glioblastomes multiformes 

(Wikstrand et al. 1998). Toutefois cette amplification est combinée à des mutations (délétion, 

duplication en tandem) du gène ErbB1 pouvant être importantes pour le pouvoir transformant 

de ce récepteur (Frederick et al. 2000). 

Certaines de ces mutations sont associées à une activité de ErbB1 indépendante du ligand 

(Kuan et al. 2001). La mutation la plus commune et la mieux décrite de l’EGFR est la 

mutation de type III correspondant à une suppression d’une partie du domaine extracellulaire 

par délétion des exons 2-7 (tableau A.1.1). Celle-ci aboutit à une activation constitutive du 

récepteur mutant appelé EGFRvIII (ou d801 EGFR, de 2-7 EGFR) qui n’est pas endocyté 

(régulation en retour) et qui a un fort pouvoir transformant (Huang et al. 1997). Selon 

Shinojima et collaborateurs (Shinojima et al. 2003), la présence de cette forme de mutation est 

un indicateur d’un pronostique très réservé chez les patients atteints de glioblastomes 

multiformes. Différents groupes ont étudié l’auto dimérisation de l’EGFRvIII et bien que des 

résultats opposés existent, des données récentes indiquent que l’auto dimérisation de ce 

récepteur est comparable à la dimérisation de l’EGFR induite par la fixation du ligand (Chu et 

al. 1997; Fernandes et al. 2001). Ce mutant est fréquemment exprimé dans divers types de 

tumeurs incluant des tumeurs gliales, du sein, des ovaires et des NSCLC (Moscatello et al. 

1998). De plus, il semblerait que les anticorps anti-EGFR dirigés contre les épitopes 

extracellulaires des récepteurs mutés par délétion n’aient pas d’activité inhibitrice, tandis que 

des petites molécules inhibitrices pourraient être actives comme il l’a été démontré par 

inhibition de l’autophosphorylation de l’EGFRvIII dans les cellules NR6M mises en culture 

(Ciardiello and Tortora 2003). Il existe d’autres formes de mutations de ErbB1 (voir tableau 
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A.1.1) qui sont impliquées dans les cancers c’est le cas par exemple des mutations du 

domaine TK. 

La surexpression de ErbB2 est associée à une amplification du gène ErbB2, même si cette 

surexpression a été aussi observée en l’absence d’amplification du gène (Normanno et al. 

2003; Salomon et al. 1995). La mutation du gène ErbB2 n’est pas fréquente dans les cancers 

même si des récentes études (Stephens et al. 2004) montrent une insertion ne changeant pas le 

cadre de lecture ou des substitutions non sens au niveau du domaine TK. Ces mutations sont 

plus fréquemment observées chez des patientes et des non fumeurs ayant un adenocarcinum 

avec le même phénotype que les patients portant des mutations EGFR. 

Dans le cancer du sein, il a aussi été observé des mutations de ErbB2 qui sont très proches de 

celles de Neu chez les souris transgéniques (Normanno et al. 2006). Ces mutants pourraient 

avoir une activité constitutive comme ceux de Neu et jouer un rôle important dans le 

développement du cancer du sein (Siegel et al. 1999). 

Les mutations de ErbB1 et ErbB2 sont observées chez des patients ne présentant pas de 

mutations ras. Ces protéines sont donc engagées dans des voies de transformations 

différentes. La surexpression de ErbB3 et ErbB4 conduirait à des cancers du sein de forme 

différente. 

 

Récepteurs Altérations génétiques Dépendance 

du ligand 

 
ErbB1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ErbB2 

 
Amplification des gènes 
N-terminal tronqué (EGFRvI) 
Délétion des exons 14-15 (EGFRvII) 
Délétion des exons 2-7 (EGFRvIII) 
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 ou 
mutations ponctuelles dans le domaine kinase (exons 18-21) 
Amplification des gènes 
Différents fragments ressemblant aux mutants Neu 
Petites insertions ne décalant pas le cadre de lecture ou 
substitutions non sens dans le domaine kinase (exons 18-24) 
 

  
+ 
- 
+ 
  

+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
 

Non évaluée 
Non évaluée 
Non évaluée 

 

 
Tableau A.1.1 : Altérations génétiques des récepteurs ErbB dans les cancers humains 
(Normanno et al. 2006). 
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III  Les récepteurs ErbB et leurs ligands dans les cancers humains 

 

Le dérèglement de la croissance cellulaire est la caractéristique principale de tout néoplasme. 

Les néoplasmes ont la capacité d’envahir des tissus normaux et de former des métastases 

pouvant se développer dans des sites éloignés du foyer tumoral primaire, ce qui constitue un 

autre critère essentiel de la définition du cancer (Blume-Jensen and Hunter 2001). Ce 

dérèglement de la croissance cellulaire résulte d’une perturbation de la transduction du signal 

pouvant être définie, au sens large, comme tout signal cellulaire modulant ou altérant le 

comportement de la cellule (Hunter 2000; Pawson and Nash 2000). Par conséquent, les 

cancers ne résultent pas nécessairement d’une simple augmentation du taux de prolifération 

cellulaire : c’est plutôt l’équilibre entre le taux de progression du cycle cellulaire (division 

cellulaire) et la croissance cellulaire (masse cellulaire) d’un côté, et la mort cellulaire 

programmée (apoptose) de l’autre qui est important (Reed 1999). 

Quatre mécanismes principaux ont été définis pour être à l’origine de la transformation 

oncogénique des protéines à activité tyrosine kinase. Le premier consiste en une transduction 

d’un proto-oncogène par un rétrovirus (correspondant à une protéine à activité tyrosine 

kinase) concomitante avec des modifications de structure altérant les fonctions de la protéine : 

c’est un mécanisme de transformation commun chez le poulet et le rongeur. Le second 

mécanisme consiste en un ré-arrangement génomique (comme les translocations 

chromosomiques) qui peut aboutir à la formation de protéines de fusion oncogéniques 

impliquant au minimum un domaine catalytique de PTK et une protéine non apparentée qui 

possède une fonction de dimérisation. Le troisième mécanisme implique des mutations 

permettant un gain de fonctions (GOF, gain of function) où des petites délétions dans les RTK 

ou les PTKs cytoplasmiques sont associées à différentes tumeurs malignes. Le dernier 

mécanisme consiste en la surexpression des PTKs résultant d’une amplification de gènes 

associés à différents types de cancers humains. En général, l’effet transformant peut être 

attribué à une activité kinase constitutive (c'est-à-dire indépendante du ligand et augmentée) 

avec une signalisation en aval altérée à la fois sur le plan quantitatif et qualitatif (Blume-

Jensen and Hunter 2001). 

 

Plusieurs études confirment le rôle des récepteurs ErbB et de leurs ligands dans les cancers 

humains. Il a été montré depuis que les récepteurs ErbB sont impliqués dans plusieurs cancers 
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en particulier des tumeurs solides. Le tableau A.1.2 montre quelques implications des 

récepteurs ErbB dans les carcinomes humains (Normanno et al. 2006). 

Les altérations observées sont des mutations, des surexpressions ou une stimulation anormale 

par leurs ligands (Gschwind et al. 2004; Holbro et al. 2003). Ainsi, il a été observé dans 50% 

à 70% des cancers des poumons, du sein et du colon, une expression de ErbB1 ou ErbB3 

(Abd El-Rehim et al. 2004; Normanno et al. 2003). ErbB1 est par contre observé dans 

seulement 15% des 807 cas de cancers du sein invasifs par DiGiovana et collaborateurs 

(DiGiovanna et al. 2005). L’expression de ErbB2 est aussi plus faible (30% dans les cancers 

du sein). S’agissant de ErbB4, il est exprimé dans 50% des cancers du sein (Abd El-Rehim et 

al. 2004; Normanno et al. 2003), et environ dans 22% des cancers du colon (Lee et al. 2002). 

 

Le récepteur de l’EGF fut le premier récepteur transmembranaire mis en cause dans la 

cancérogenèse. Différents éléments ont mis en évidence l’importance de l’EGFR en tant que 

cible dans la thérapie anticancéreuse (Ciardiello 2000; Ciardiello and Tortora 2001). Il est 

exprimé ou surexprimé dans un certain nombre de tumeurs solides incluant des cancers du 

sein, de la prostate et dans des NSCLC (Salomon et al. 1995) : on peut citer en exemple une 

étude menée par Klijn et collaborateurs (Klijn et al. 1992) révélant que environ 45% des 5000 

patientes atteintes de cancer du sein était de «positifs en EGFR ». Dans certaines tumeurs, 

l’EGFR est associé à une phase avancée du cancer (Salomon et al. 1995), mais aussi à un 

mauvais pronostic. De plus, il a été observé une résistance à la chimiothérapie, à la thérapie 

hormonale et à la radiothérapie (Brabender et al. 2001; Sartor 2000). En fait, une expression 

élevée de l’EGFR est considérée communément comme le principal mécanisme par lequel la 

signalisation de l’EGFR est augmentée dans les cellules cancéreuses.  
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Transgène Tissu cible Type de tumeur 

EGFR 
 
 
 
 
c-Neu activé 
 
c-Neu 
 
ErbB2 du rat 
 
ErbB3 
 
TGFα 
 
 
 
AR 
 
HRG 

Sein 
Urotheluim 
Gliomes 
Œsophage 
 
Sein 
 
Sein 
 
Peau 
 
Sein 
 
Multiple 
Sein 
Peau 
 
Peau 
 
Sein 
 

Adenocarcinum mammaire chez les animaux allaitant 
Aucun 
Aucun 
Aucun 
 
Cancer mammaire chez des femelles vierges et chez les mâles 
 
Cancer mammaire après une longue phase de latence 
 
Cancer de cellules de la peau 
 
Cancer des poumons après une longue phase de latence 
 
Cancer du foie ou cancer mammaire chez les femelles multiporeuses 
Cancer mammaire chez les femelles vierges et multiporeuses 
Aucun 
 
Aucun 
 
Cancer mammaire chez les femelles multiporeuses 

 

Tableau A.1.2 : Résumé des études transgéniques des récepteurs ErbB et leurs ligands. 

 

Cependant, un certain nombre d’autres mécanismes semblent également avoir leur importance 

telles que des mutations activatrices de l’EGFR, une diminution du niveau de phosphatases, 

une augmentation de la co-expression des récepteurs et des ligands comme le TGFα et 

l’amphiréguline, une hétérodimérisation avec HER2 et/ou d’autres membres de la famille des 

récepteurs ErbB et enfin des interactions de l’EGFR avec d’autres systèmes de récepteurs 

hétérologues (Ciardiello and Tortora 2003).  

L’augmentation de l’expression de ligands spécifiques de l’EGFR comme l’EGF, 

l’amphiréguline ou le TGFα a un effet sur la signalisation intracellulaire. L’hypothèse de 

l’existence d’une boucle autocrine s’explique par le fait que la plupart des cancers épithéliaux 

exprimant un haut niveau de TGFα co-exprime l’EGFR (Normanno and Ciardiello 1997; 

Salomon et al. 1995). Par exemple, une analyse immunohistochimique sur 131 

adenocarcinomes primaires provenant de poumons humains a montré dans les cas «EGFR-

positifs», un taux de survie à cinq ans significativement réduit pour les patients présentant des 

niveaux d’expression élevés de l’EGF et du TGFα par rapport aux patients présentant des 

faibles niveaux d’expression de ces deux ligands (Tateishi et al. 1990). Un autre exemple 

d’étude réalisée sur 91 patients atteints de cancers du cou et de la tête, traités par résection 

chirurgicale radicale, a montré que la surexpression de l’EGFR et du TGFα prédit de façon 
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significative une période asymptomatique plus courte et une survie totale (Grandis and 

Drenning 1998). 

La signalisation de l’EGFR est également dépendante de la formation différentielle des 

dimères. Les combinaisons de ces récepteurs engendrent diverses activités dans les cellules en 

culture. 

Plusieurs études présentent des résultats similaires. La co-expression des différents récepteurs 

ErbB est liée à un mauvais pronostique en comparaison à l’expression d’un seul récepteur 

dans les cancers du colon par exemple. Brabender et collaborateurs (Brabender et al. 2001) 

ont montré que les patients atteints du cancer des poumons avec une forte expression de 

ErbB1 et ErbB2 présentaient un pronostique réservé comparativement à ceux ayant des 

cancers où un seul récepteur est surexprimé. 

Ainsi, les niveaux d’expression d’autres récepteurs de la famille ErbB, plus particulièrement 

HER2, affecteraient de façon significative la signalisation dans les cancers humains. En plus 

de l’activation par ses propres ligands, le réseau de signalisation de l’EGFR peut être 

également influencé par d’autres systèmes de signalisation cellulaire. Le plus étudié d’entre 

eux étant celui des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) (Carpenter 1999; Prenzel et al. 

2000; Yarden and Sliwkowski 2001). Les GPCR peuvent avoir des effets positifs sur la 

signalisation de l’EGFR par des mécanismes impliquant les métalloprotéases de la matrice ou 

par une activation indirecte de Src qui phosphoryle les résidus tyrosine kinase intracellulaires 

du récepteur. La trans-activation de la signalisation de l’EGFR peut également se produire par 

les hormones stéroïdiennes activant la transcription de gènes codant pour les ligands de 

l’EGFR comme le TGFα (Bates et al. 1988). 

 

Neu, isolé à partir d’un neuroglioblastome de rats, a été découvert comme un mutant 

oncogénique puissant présentant des homologies de séquences avec des récepteurs de la 

famille ErbB. Il a notamment été démontré que Neu était équivalent à ErbB2 (Schechter et al. 

1984). ErbB2 sauvage a souvent été retrouvé amplifié au niveau génomique et/ou surexprimé 

au niveau protéique. Il semble que ce soit le mécanisme principal d’activation de l’oncogène 

ErbB2 chez l’homme. L’amplification du proto-oncogène HER2 a été pour la première fois 

mise en évidence par Slamon et collaborateurs (Slamon et al. 1987) dans une étude menée sur 

189 carcinomes primaires du sein. Dans la majorité des cas, la surexpression est corrélée avec 

une chimiorésistance et un très mauvais pronostic quant à la survie du patient (Hynes and 

Stern 1994; Klapper et al. 2000). Ce sujet a surtout été traité dans le domaine de la biologie du 

cancer du sein où le récepteur ErbB2 est amplifié dans 20 à 30% des cas; d’autre part, les 
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thérapies altérant l’expression d’ErbB2 ont maintenant un impact clinique. La surexpression 

d’ErbB2 observée dans les tumeurs du sein mais également dans d’autres types de tumeurs 

telles que 10 à 30% des tumeurs ovariennes et 30 à 35% des adénocarcinomes pulmonaires 

(Tzahar and Yarden 1998), augmente la tumorigénicité (Di Fiore et al. 1987; Hudziak et al. 

1987). 

Le mécanisme expliquant l’action tumorigène des récepteurs ErbB2 surexprimés pourrait être 

en relation avec l’activité d’autophosphorylation basale relativement élevée de ce récepteur 

(Lonardo et al. 1990). Ainsi, leur surexpression pourrait conduire à une formation spontanée 

des homodimères analogues aux formes activées par des carcinogènes des récepteurs 

Neu/ErbB2 de rongeurs. Cette activation est causée par une mutation au sein du domaine 

transmembranaire provoquant une dimérisation et une activation constitutive du récepteur 

(Bargmann and Weinberg 1988; Weiner et al. 1989). 

 

Parmi les membres de la famille ErbB, ErbB3 est inimitable du fait de la déficience de 

l’activité catalytique de son domaine TK (Guy et al. 1994; Prigent and Gullick 1994) et aussi 

du fait de la conformation du domaine extracellulaire de ses monomères (Citri and Yarden 

2006). ErbB3, dont les ligands principaux sont les NDF (Neu Différentiation Factor) ou 

neuréguline, est largement exprimé dans les tissus normaux (Prigent et al. 1992). Ainsi, bien 

que les homodimères de ErbB3 soient inactifs, ces récepteurs sont capables d’induire une 

signalisation par formation d’hétérodimères en s’associant soit à l’EGFR, soit à ErbB4, mais 

surtout à ErbB2, décrit comme le partenaire privilégié. Les récepteurs ErbB3 ne semblent 

donc pas avoir d’activité transformante par eux-mêmes, mais ils sont capables d’augmenter le 

pouvoir transformant des récepteurs ErbB2 lorsqu’ils sont surexprimés dans les cellules NIH 

3T3. La transformation de cellules NIH 3T3 par ces hétérodimères est corrélée avec la 

transphosphorylation de ces récepteurs induite par le ligand (Zhang et al. 1996). De plus, 

ErbB3 est surexprimé dans un certain nombre de tumeurs malignes comme des cancers 

gastriques, des ovaires, du pancréas, de la prostate, de la vessie, du poumon et de l’endomètre 

(Gullick 1996). La surexpression de ErbB3 est retrouvée dans 20 à 30% des formes invasives 

et dans presque 1/3 des cancers du sein (Badra et al. 2006). De plus, la forme la plus 

mitogénique des dimères ErbB est le couple ErbB2/ErbB3 (Citri et al. 2003). Cette forme 

présente une activité constitutive dans les cellules cancéreuses du sein avec une surexpression 

du gène ErbB2. Ainsi, l’implication des récepteurs ErbB3 dans des cancers humains est 

essentiellement due à leur capacité à potentialiser les effets d’autres récepteurs comme les 

récepteurs ErbB1 et 2.  
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Comme pour ErbB3, les ligands primaires de ErbB4 sont les NDF (ou hérégulines) et ses 

ligands sont capables d’induire la phosphorylation du récepteur HER2 lorsque celui-ci est 

associé de façon hétérodimérique à ErbB3 ou ErbB4 (Alimandi et al. 1995; Carraway and 

Cantley 1994; Kita et al. 1994; Plowman et al. 1993). De plus, la formation d’hétérodimères 

associant ErbB4 avec soit ErbB1 soit ErbB2 est capable d’induire la transformation de 

cellules NIH 3T3. Cette transformation est dépendante du NDF (Zhang et al. 1996). Des 

études (Bacus et al. 1996; Bacus et al. 1994; Srinivasan et al. 2000) ont montré que ErbB4 

n’est pas surexprimé dans des carcinomes mammaires comme ErbB1 et ErbB2. En effet, son 

niveau d’expression est plutôt modéré voire faible. Tandis que l’expression d’ErbB1 et 

d’ErbB2 est corrélée avec des tumeurs négatives pour les récepteurs des oestrogènes et à un 

très mauvais pronostic, l’expression d’ErbB4 est associée à des effets opposés. En effet, 

l’expression d’ErbB4 est corrélée avec la présence de récepteurs aux oestrogènes, à un type 

histologique mieux différencié, et à un pronostic plus favorable (Carpenter 2003).  

Le récepteur ErbB4 joue un rôle important dans le développement et la différenciation des 

différents tissus, particulièrement les tissus cardiovasculaires, le système nerveux et les 

glandes mammaires et aussi dans différents processus pathologiques comme les tumeurs 

malignes (Karamouzis et al. 2007). Son expression a été observée dans d’autres tumeurs que 

les cancers mammaires (Bei et al. 1999; Gilmour et al. 2001; Merimsky et al. 2002; 

Srinivasan et al. 1999) notamment des cancers du colon, de la prostate, du poumon, des 

ovaires, du pancréas, de l’endomètre, des bronches, du col de l’utérus, de l’estomac et de la 

thyroïde. Dans le cas des médulloblastomes, une expression d’ErbB4 associée à celle d’ErbB2 

constitue un marqueur d’agressivité tumorale et est corrélée à un mauvais pronostic de survie 

(Gilbertson et al. 1997). Ainsi, de nombreux RTK et notamment les récepteurs de la famille 

ErbB sont impliqués par différents mécanismes dans diverses pathologies dans lesquelles on 

trouve de façon redondante le cancer. Leur implication dans cette maladie fait d’eux une cible 

privilégiée dans la thérapie anticancéreuse.  

Dans les cancers humains, il n’y a pas que l’expression des récepteurs ErbB. Des études 

montrent aussi une co-expression de différents ligands de type EGF dans plusieurs cancers 

humains. En 2001, Normanno et collaborateurs ont montré qu’il y avait co-expression de 

TGFα, AR et/ou NRG dans le cancer du colon, du sein, des poumons, des ovaires et dans le 

cancer gastrique (Normanno et al. 2001). De plus le ligand NRG1 par exemple est impliqué 

dans les maladies neurodegénératives telles l’Alzheimer (Go et al. 2005; Willem et al. 2006). 

162



 

Il apparaît donc que le réseau d’interactions des récepteurs ErbB et leurs ligands est impliqué 

dans la progression des cancers humains. De ce fait, pour lutter plus efficacement contre ces 

cancers, il est nécessaire de connaître les différentes voies de signalisation impliquant les 

récepteurs ErbB et leurs ligands, pour pouvoir y exercer un contrôle plus rigoureux. 

 

VI  Les récepteurs ErbB et la thérapie 

 

Les récepteurs ErbB sont des cibles anticancéreuses. Il existe deux stratégies visant à inhiber 

leur action, soit l’utilisation des anticorps dirigés contre le domaine extracellulaire, soit 

l’utilisation des drogues inhibant l’activité TK. 

Plusieurs traitements (voir tableau A.1.3) ont été développés concomitamment à 

l’augmentation de la détection précoce des cancers du sein. Le récepteur ErbB2 est considéré 

comme étant un bon régulateur de la prolifération des cellules cancéreuses du sein. Ainsi, 

plusieurs stratégies sont élaborées pour réduire le taux de ErbB2 ou son activité. Une 

surexpression de ErbB2 est présente chez environ 15 à 25% des cancers du sein et est associée 

à une agressivité tumorale.  

L’herceptine (Slamon et al. 1987) est un anticorps monoclonal humanisé recombinant de 

classe IgG1, dirigé contre le récepteur ErbB2, qui se fixe à sa partie extracellulaire. Ce site est 

identifié comme une cible potentielle pour une thérapie anticancéreuse. Il est actuellement 

utilisé dans le traitement du cancer du sein où ErbB2 est surexprimé. En effet, plusieurs 

études ont montré, chez des patientes présentant un cancer du sein métastasé ErbB2-positif, 

une efficacité du trastuzumab administré en monothérapie ou en association avec une 

chimiothérapie. L’association de ce médicament à une chimiothérapie classique augmente les 

bénéfices cliniques (Slamon et al. 2001). L’herceptine est l’un des meilleurs agents connus 

pour cela. Cependant, dans 70% des cas, les patients font une résistance à ce traitement (Kute 

et al. 2004). Son efficacité est limitée chez certains patients, cela laisse penser que d’autres 

facteurs, autres que ErbB2, sont nécessaires pour le développement des cellules cancéreuses 

du sein (Karamouzis et al. 2007). Un des mécanismes de l’herceptine est de bloquer 

l’agrégation des récepteurs et d’augmenter leur endocytose, diminuant ainsi le nombre de 

récepteurs à la surface de la cellule. 

Le pertuzumab, à la différence du trastuzumab, est actuellement évalué en phase II sur des 

patients atteints de tumeurs aux seins, poumons, prostate et ovaires, où le récepteur ErbB2 

n’est pas surexprimé. 
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Contrairement au pertuzumab, l’anticorps anti-ErbB2 est très prometteur même dans les cas 

où ErbB2 n’est pas surexprimé (Jackson et al. 2004). 

Un exemple du mode de fonctionnement de l’herceptine (ou trastuzumab) et du pertuzumab 

sur le récepteur ErbB2 est indiqué sur la figure A.1.1 (Badache and Goncalves 2006; Badache 

and Hynes 2004). 

 

Le récepteur ErbB4 est considéré comme une cible anti-proliférative nécessaire et suffisante 

dans la lutte contre les cancers du sein (Barnes et al. 2005). De plus, la co-expression des 

récepteurs ErbB serait responsable de l’augmentation du potentiel transformant et du mauvais 

pronostique. Ainsi, une stratégie plus efficace serait d’utiliser des inhibiteurs bispécifiques 

pour bloquer les récepteurs ErbB1, ErbB1 et ErbB2 et/ou toute la famille ErbB (Karamouzis 

et al. 2007), par exemple, le lapatinib (ou EKB-569) pour agir sur ErbB1 et ErbB2 (Citri and 

Yarden 2006). Actuellement, certains inhibiteurs de TKs (TKIs) sont considérés comme des 

bons inhibiteurs des récepteurs ErbB dans les différentes formes du cancer du sein (Xu et al. 

2005). Les premiers essais cliniques utilisant les TKIs sur des patientes atteintes de cancers du 

sein ayant des métastases réfractaires aux traitements anciens ont été peu concluants (Roy and 

Perez 2006). 

Le ZD1839 (gefitinib, ou Iressa) est actuellement utilisé dans le traitement du cancer des 

NSCLC aux USA et au Japon. C’est un traitement en monothérapie (qui se fixe sur la partie 

extracellulaire de ErbB1) chez des patients atteints du cancer du poumon après échecs des 

chimiothérapies standards (Roskoski 2004). Ce médicament est actuellement en test en 

combinaison avec d’autres produits dans le traitement des tumeurs solides comme le cancer 

colorectal. Bien qu’il soit considéré comme un inhibiteur spécifique de l’activité kinase de 

ErbB1, il y a actuellement très peu d’études montrant cette sélectivité (Cohen et al. 2004). 

Erlotinib (OSI-774, ou Terceva) est un autre inhibiteur de ErbB1 approuvé pour la lutte contre 

le cancer des NSCLC.  

Des ligands comme NRG seraient aussi impliqués dans les cancers du sein. Ainsi, le blocage 

de NRG inhiberait, in vitro, les tumeurs dans les cancers du sein (Tsai et al. 2003) alors que 

son expression est souvent associée à un pronostic de survie faible (Menendez et al. 2006). 

 

 

 

 

 

164



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure A.1.1 : Plus d’une voie pour inhiber le récepteur ErbB2. Action de l’herceptine (trastuzumab) et 
du pertuzumab. A : Dans les cellules ayant un faible taux de ErbB2, la fixation de HRG (héréguline) au 
récepteur ErbB3 induit un passage de la conformation fermée à l’état ouvert, exposant le bras de dimérisation du 
domaine II et conduisant à la formation de l’hétérodimère ErbB2/ErbB3. La fixation du pertuzumab sur le 
domaine II de ErbB2 empêche l’hétérodimérisation induite par le ligand et la signalisation intracellulaire (à 
droite). De l’autre côté, la fixation du trastuzumab au domaine IV de ErbB2 ne joue pas sur l’association ErbB2-
ErbB3 induite par la fixation du ligand HRG et donc n’interrompt pas l’activité de signalisation et la 
prolifération des cellules cancéreuses (à gauche). B : Les cellules surexprimant le récepteur ErbB2 montrent une 
signalisation constitutive de ErbB2 et ErbB3. In vivo, les deux anticorps ont une activité antitumorale qui 
pourrait impliquer plusieurs mécanismes. Le trastuzumab empêche le relargage de ErbB2 (Molina et al. 2001), 
diminue la signalisation de ErbB2 et ErbB3 et inhibe la signalisation intracellulaire (à gauche). Alors que le 
pertuzumab n’affecte pas le relargage de ErbB2, d’autres activités antitumorales in vivo demeurent encore non 
élucidées (chemin indiqué par des pointillés sur l’image de droite). Il est possible que le pertuzumab bloque la 
formation des homo- et/ou hétéro-dimères contenant le récepteur ErbB2 et conduise à l’inhibition des cellules 
tumorales. Dans les cellules surexprimant le récepteur ErbB2, le rôle du bras de dimérisation du domaine II de 
ErbB2 dans le formation des dimères n’est pas encore élucidé. D’après (Badache and Goncalves 2006; Badache 
and Hynes 2004). 
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Médicament Type  Statuts Remarques 
Anticorps 
Monoclonaux 
 
Cetuximab (Erbitux) 
 
 
 
 
 
Trastuzumab 
(Herceptine) 
 
 
 
Pertuzumab  
 
 
Panitumumab 
(Vecitibix, ABX-EGF) 
 
 
 
 
Matuzumab (EMD-
7200) 
 
Nimotuzumab 
(TheraCim) 
 
MDX214 
 

Inhibiteurs de 
TK  
 
Gefitinib (Iressa, 
ZD1839) 
 
 
Erlotinib (Tarceva) 
 
 
 
Lapatinib 
 
 
CI-1033 
 
 
EKB-569 
 
 
AEE-788 

 
 
 
 
Chimérique 
 
 
 
 
 
Humanisé 
 
 
 
 
Humanisé 
 
 
Totalement humain 
 
 
 
 
 
Humanisé 
 
 
Humanisé 
 
 
Totalement humain 
 
 
 
 
 
TKI 
 
 
 
TKI 
 
 
 
TKI 
 
 
TKI 
 
 
TKI 
 
 
TKI 
 
 

 
 
 
 
ErbB1 
 
 
 
 
 
ErbB2 
 
 
 
 
ErbB2 
 
 
ErbB1 
 
 
 
 
 
ErbB1 
 
 
ErbB1 
 
 
ErbB1 
 
 
 
 
 
ErbB1 
 
 
 
ErbB1 
 
 
 
ErbB1 et 
ErbB2 
 
Pan-
ErbB 
 
ErbB1 et 
ErbB2 
 
ErbB1, 
ErbB2 et 
VEGFR 

 
 
 
 
Approuvé pour les cancers du CRC, de la têt et du cou en 
combinaison avec la chimiothérapie et la radiothérapie 
respectivement. Essais en cours en combinaison avec d’autres 
thérapies sur les cancers de NSCLC, des cellules de la peau, 
de la tête et du cou,  du pancréas, du sein et cervical. 
 
Approuvé pour les cancers du sein en combinaison avec la 
chimiothérapie. Essais en cours en combinaison avec d’autres 
thérapies sur les cancers des glandes salivaires, de 
l’endomètre, des ovaires, de la vessie. 
 
Essais en cours en combinaison avec d’autres thérapies sur les 
tumeurs exprimant un faible taux de ErbB2. 
 
Approuvé pour les cancers du CRC en combinaison avec la 
chimiothérapie. Essais en cours en combinaison avec d’autres 
thérapies sur les cancers du colon et du rectum. Essais en 
cours pour des combinaisons avec d’autres thérapies pour les 
NSCLC. 
 
Essais en cours pour des combinaisons avec d’autres thérapies 
pour les NSCLC, les cancers gastrique et de l’œsophage. 
 
Essais en cours pour des combinaisons avec d’autres thérapies 
pour les NSCLC. 
 
Essais pour les NSCLC. 
 
 
 
 
 
Approuvé pour les NSCLC. Essais en cours pour des 
combinaisons avec d’autres thérapies pour les cancers gastro-
intestinal, du sein, de la vessie et de la tête et du cou. 
 
Approuvé pour les NSCLC et les cancers du pancréas. Essais 
en cours pour des combinaisons avec d’autres thérapies pour 
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’autres thérapies 
pour les glioblastomes. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Un inhibiteur de 
dimérisation. 
 
1er anticorps 
totalement 
humain 
approuvé pour 
les cancers 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Irreversible 
 
 
Irreversible 
 
 
1er inhibiteur 
multifonction 

 
 
 
Tableau 1.3 : Résumé des différents médicaments approuvés et/ou en essais ciblant les récepteurs de la 
famille ErbB dans les cancers. (Bublil and Yarden 2007).  
 
 
Les RTK sont des protéines transmembranaires à multiple fonctions qui sont exprimées à la 

surface cellulaire : ces caractéristiques font d’eux des cibles présentant des sites d’attaque 

multiples et accessibles. 
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En effet, l’identification d’un (ou de plusieurs) inhibiteurs ciblant un ou plusieurs membres de 

la famille ErbB, soit au niveau extracellulaire, soit au niveau de la régulation des cascades de 

signalisation, pourrait augmenter l’efficacité thérapeutique. Bien que la recherche de 

nouveaux traitements contre le cancer vise essentiellement la sous-famille ErbB, il est 

raisonnable de penser que la plupart des RTK oncogéniques pourront constituer une cible 

privilégiée dans les années à 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 récepteurs Neu (récepteur homologue de ErbB2 

chez le rat) sous ses formes sauvage et mutée (Val664/Glu) ne sont pas suffisantes pour 

décrire la structure du domaine transmembranaire dans le récepteur actif. 

 

Ainsi, afin de mettre en évidence d’éventuelles modifications structurales et / ou dynamiques 

entre la forme sauvage Neu
V

TM et la forme mutée Neu
E

TM du peptide transmembranaire nous 

avons effectué des simulations de dynamique moléculaire sur le domaine TM du récepteur 

Neu, dans un modèle explicite de membrane composé de molécules de DMPC. 

 

Les résultats obtenus ont donné lieu à une publication dans le Journal of Biomolecular 

Structure and Dynamics (JBSD) en 2005. 
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Abstract

Polar mutations in transmembrane α helices may alter the structural details of the hydropho-
bic sequences and control intermolecular contacts.  We have performed molecular dynamics
simulations on the transmembrane domain of the proto-oncogenic and the oncogenic forms
of the Neu receptor in a fluid DMPC bilayer to test whether the Glu mutation which replaces
the Val residue at position 664 may alter the helical structure and its insertion in the mem-
brane.  The simulations show that the wild and the mutant forms of the transmembrane
domain have a different behavior in the bilayer.  The native transmembrane sequence is found
to be more flexible than in the presence of the Glu mutation, characterized by a tendency to
π deformation to accommodate the helix length to the membrane thickness.  The mutant form
of this domain does not evidence helical deformation in the present simulation.  Hydrophobic
matching is achieved both by a larger helix tilt and a vertical shift of the helix towards the
membrane interface, favoring the accessibility of the Glu side chain to the membrane envi-
ronment.  A rapid exchange of hydrogen bond interactions with the surrounding water mole-
cules and the lipid headgroups is observed.  The difference in the behavior between the two
peptides in a membrane environment was also observed experimentally.  Both simulation and
experimental results agree with the hypothesis that water may act as an intermediate for the
formation of cross links between the facing Glu side chains stabilizing the dimer.

Key words: Tyrosine kinase receptor; Transmembrane helix; MD simulations; Membrane
environment; and Helix insertion.

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 α 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
valine residue by a glutamic acid residue in the transmembrane domain of Neu
which enhances receptor dimerization, leading to the constitutive activation of the
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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
Neu/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 π 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 π 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
PARAM22 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 Å, 48 Å, and 72 Å 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 Å2 (40), each being hydrated by 40 water molecules (41).

Microscopic System

The microscopic system consists of one canonical α 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-Ile680 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:

E650QRASPVTFIIATVV664/E664GVLLFLILVVVVGILIKRRR684

Glu and Arg at the N-terminal extremity and Lys and Arg at the C-terminus are
charged residues and 6 counter ions (1 Na+, 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 Å 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 NeuV

TM/
DMPC and NeuE

TM/DMPC respectively.

MD Simulations

The NeuV
TM/DMPC and NeuE

TM/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 Å and electrostatic interactions were switched off
over a distance of 3 Å.  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·Å-2.  These restraints are sufficiently weak to allow small
changes in the bilayer thickness.  Also, soft cylindrical restraints (force constant of
5 kcal·mol-1·Å-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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tide.  To avoid the complete break of the helical structure harmonic restraints were
used to maintain the α helical hydrogen bonding pattern.  The force constant value
was progressively reduced from 50 to 0 kcal·mol-1·Å-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 (Pn) and constant surface area of the central box (xy plane) (A)
(NPnAT ensemble) for the NeuV

TM/DMPC and NeuE
TM/DMPC systems respec-

tively.  The extended system method described by Hoover (49) and implemented in
CHARMM was used.  Normal pressure Pn, pressure piston mass, surface area A and
the Langevin piston collision frequency were set to 1 atm, 750 amu., (48 × 48) Å2

and 5 ps-1 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 NPnAT 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 Cα atoms of the
transmembrane sequence from the initial structure is 2.2 Å and 1.3 Å 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.

The native Neu sequence shows a well defined α helical portion between Val656
and Phe669.  Then local π 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 π 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, π hydrogen bonds may disappear for several hundred ps and reappear

4
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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 NeuV

TM peptide (A) and the oncogenic NeuE
TM

peptide (B) over the last ns of the simulation.  An exam-
ple of the dynamics of π hydrogen bond is given in (C).
The time series of the π 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 Å and N-H-O angle > 130°.  LH = 1
when these criteria are respected; LH = 0 when one of
these two criteria is not respected.
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later as illustrated in Figure 1.  The formation of the π 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 α network reappears at the
C-terminal side but is strongly weakened.  310 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 α hydrogen bond-
ing pattern all along the sequence without any sign of π tendency.  It should be
noted that the very low percentage of α 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 π hydrogen bonds for
the native transmembrane domain.  The π 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 π hydro-
gen bond was detected for the mutant form.  Interestingly, these simulation results
are comparable to experimental observations.  NMR studies of the NeuV

TM pep-
tide dissolved in TFE (trifluoroethanol) have revealed that the α helix exhibits a
local distortion identified as π 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 α helix one helical turn downstream the
mutation site, spanning residues Ile671 to Val676 (27).  No π 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 α hel-
ical structure is maintained and π 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).  π hydrogen bonds
observed experimentally and characterized from MD simulations at the Ile671-
Gly677 site in the NeuTM are in full agreement with the high propensity of Ile, Leu,
and Val residues for π 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-1, 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-1 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 π 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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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 NPnAT simulation.

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 π 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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Figure 2: Time series of helix tilt relative to the mem-
brane normal (z axis) from the NeuTM/DMPC trajectories
throughout the NPnAT 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 (NeuV

TM) (black square) and of
the oncogenic sequence (NeuE

TM) (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
NeuV

TM/DMPC and NeuE
TM/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.
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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.

Our simulation results confirm that the Glu residue is closer to the
membrane interface than the Val residue, suggesting a large hydra-
tion of the side chain as well as of the residues upstream the muta-
tion.  This has been checked by calculating the radial distribution
functions of the water oxygen about the amide proton.  The plots in
Figure 4 show that the hydration of Ala661 near the mutation is larg-
er than in the wild peptide, which is in good agreement with a much
faster amide signal decay than in the proto-oncogenic peptide.
Gly665, adjacent to Glu, is poorly hydrated, leading to the conclu-
sion that most of the water molecules that penetrate within the bilay-
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 Hε2-O (wat) g(r) function has a maximum
at 1.8 Å and the primary hydration shell (measured as the integral of g(r) up to 2.3
Å) is constituted of 3.5 water molecules.  The Oε2-O (wat) g(r) function shows a
sharp peak at 2.7 Å and the primary hydration shell around Oε2 is constituted of
1.3 water molecules.  The hydration of the Oε1 is more diffuse as suggested by the
large peak of the radial distribution function.
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Figure 4: Radial distribution functions of water oxy-
gen about the amide proton of Ala661 and Gly665 in the
oncogenic form of the peptide.  Only the radial distri-
bution function about the amide proton of Ala661 of the
proto-oncogenic form of the peptide is shown.  g(r) is
zero for Gly665.
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Figure 5: Radial distribution functions of water oxy-
gen about the Glu side chain extremity.  The primary
hydration shell around Hε2 is constituted of 3.5 water
molecules on average.  That around Oε2 is constituted of
1.3 water molecules.

Figure 6: Hydration of Glu illustrated by the formation of
hydrogen bonds between the Hε2 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 Hε2-OW < 2.4 Å
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 Sn1
chain).  The decrease in the Hε2-O(CO) distance from 15 Å at the
beginning of the NPnAT period to 2 Å 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 π 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 ErbB2TM dimer and NeuTM dimer (36, 43).  These simulation data agree with
experimental results (20, 58).  π 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 NeuTM 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 de dynamique moléculaire montrent d’une part 

que le peptide sauvage NeuV
TM adopte une structure hélicoïdale avec une hernie π et le 

peptide muté NeuETM est entièrement sous forme d’une hélice α. Ces résultats sont en accord 

avec les données expérimentales (Goetz et al. 2001). 

D’autre part, la différence d’insertion dans la membrane du côté N-terminal de NeuV
TM π et 

muté NeuETM α mise en évidence par dynamique moléculaire est aussi en accord avec des  

études récentes par RMN d’échange de proton amide (Goetz et al. 2001; Houliston et al. 

2004). 

Le peptide sauvage NeuV
TM π est le plus stable dans la membrane lipidique. Cette déformation 

pourrait donc avoir d’importantes conséquences dans les interactions des hélices 

transmembranaires.  

 

L’étude des quatre monomères des récepteurs de la famille ErbB dans un environnement 

membranaire permettrait de comprendre le mode d’insertion du domaine TM. Cette étude 

dans des modèles de membrane plus proches d’une membrane biologique c’est-à-dire des 

modèles de membranes composés de lipides présentant des insaturations et/ou de membranes 

mixtes (POPC, DMPC/cholestérol, etc.) permettra d’avoir des informations encore plus 

proche de la réalité biologique.  
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