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ABSTRACT 
 
  Aberration of epidermal growth factor receptor (EGFR) mostly found in various solid cancers such 
as breast, cervical, head and neck, and including lung cancer. 85% of lung cancer often have been found 
into non-small cell lung cancer (NSCLC) which mostly cause patient death. Therefore, the first strategy is 
chemotherapy for attenuating EGFR activity. Monoclonal antibodies (mAb) and small molecule tyrosine 
kinase inhibitors (TKI) have been used as anti-cancer agents. Unfortunately, they remain many 
disadvantage such non-specific effective, side effect, lack of penetrable property. However, decades of 
biology research on cancer therapy have been revealed many strategies for improving efficiency of 
anticancer drug. We used the computational studies to understand the protein-protein interaction that 
activate kinase activity and MIG6 peptide that inhibit activity of EGFR. The computational studies revealed 
the key residue in the interaction and inhibiting mechanism. Furthermore we aim to find nanobodies as 
inhibitors which were selected from humanized VH/VHH phage display library. The nanobody clone 
containing EGFR-high affinity and EGFR-inhibitory were introduced cell-penetrable peptide (Arg-9) for 
making cell-penetrable nanobodies. Cell-based experiment revealed that VH18, VH36 modulate cell 
viability of NSCLC cell lines (A549) with nanomolar range (181nM and 9.61nM, respectively) compare to 
approved drug. Confocal microscope suggested that all cell-penetrable nanobodies able to penetrate 
cell. Moreover, combination of molecular docking and epitope searching reveal that VH36 can bind to C-
lope of EGFR which essential for EGFR-dimerized activation. This antibody fragment can be developed as 
a therapeutic agent for cancer therapy. 

 
 

บทคัดย่อ 
 ความผิดปกติของโปรตีนตัวรับอิพิเดอมอลโกรทแฟคเตอร์ (EGFR) มักพบส่วนมากในมะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็ง
เต้านม มะเร็งปากมดลูก มะเร็งในระบบศีรษะและลําคอ รวมไปถึงมะเร็งปอด มากไปกว่านั้น 85% ของผู้ป่วยโรคมะเร็งปอด
มักพบว่าเป็นเซลล์มะเร็งปอดชนิดไม่เล็ก (NSCLC) ดังนั้น EGFR จึงเป็นโปรตีนเป้าหมายในการพัฒนายาในการรักษา
โรคมะเร็ง ในปัจจุบันตัวยับย้ังการทํางานของโปรตีน EGFR นั้นแบ่งออก 2 ชนิดคือ สารโมเลกุลเล็กและแอนทิบอดี อย่างไรก็



ตามของจํากัดในการใช้สําหรับการรักษาโรคมะเร็งยังคงเป็นอุปสรรค ตัวอย่างเช่น การขาคความจําเพาะเจาะจงในการรักษาท่ี
โปรตีนเป้าหมาย การเกิดผลข้างเคียงในการรักษา การขาดความสามารถในการแทรกเข้าเซลล์ ในกการศึกษาน้ีได้ทําการศึกษา
ด้วยคอมพิวเตอร์เพ่ือท่ีจะเข้าใจการจับกันระหว่างโปรตีนกับโปรตีนเพ่ือกระตุ้นการทํางานของไคเนส และการจับกับ MIG6 
เปปไทด์ ท่ียับย้ังกิจกรรมของไคเนส การศึกษาด้วยคอมพิวเตอร์แสดงให้เห็นถึงกรดอะมิโนท่ีสําคัญต่อกลไกการจับกันและการ
ยับย้ัง  นอกจากนี้ ในงานวิจัยนี้ผู้วิจยัได้คัดเลือก VH/VHH ท่ีจําเพาะต่อไทโรซีนไคเนสโดเมนของ EGFR (TK-EGFR) จาก
เทคโนโลยีคลังฝาจ หลังจากนั้นคัดเลือกโคลนท่ีมีความสามารถในการจับและความสามารถในการยับย้ังการทํางานของ TK-
EGFR มาต่อเข้ากับเปปไทด์แทรกเข้าเซลล์ หรือ Arg-9 เพ่ือสร้างให้นาโนบอดีสามารถผ่านเข้าเซลล์ได้ เพ่ือทดสอบความเป็น
พิษต่อเซลล์มะเร็งปอดชนิดไม่เล็ก (A549) พบว่า นาโนบอดีโคลน VH18, VHH35 และ VH36 มีความสามารถในการยับย้ังการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งได้ในระดับนาโนโมลาร์ โดยมีค่า IC50 181 nM, 9.16nM  และ 9.61nM ตามลําดับ เม่ือ
เปรียบเทียบกับยาท่ีใช้ในการรักษาในปัจจุบัน ผลจากกล้องฟลูออเรสเซนต์แบบตัดเฉือนบ่งชี้ว่านาโนบอดีดังกล่าวมี
ความสามารถในการแทรกผ่านเข้าเซลล์ได้ มากไปกว่านั้นทําผสมผสานผลจากการหาบริเวณจับรวมกับกับการทํานาย
โครงสร้างโดยใช้คอมพิวเตอร์บ่งบอกว่า VH36 จับท่ีบริเวณ C-lope ของ EGFR ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีสําคัญในการเกิดการกระตุ้น
ให้เกิดการทํางาน ดังนั้นนาโนบอดีจึงเป็นโมเลกุลท่ีน่าสนใจในการพัฒนาเป็นยาในการรักษาโรคมะเร็ง 

 
 
ความสาํคญัและที่มาของปัญหา    
 ในปัจจุบันโรคมะเร็งรับว่าเป็นสาเหตุหลักของการเสียชีวิตของคนท่ัวโลก ตัวอย่างชนิดของมะเร็งท่ีพบได้บ่อย เช่น 
มะเร็งเต้านม มะเร็งปากมดลูก มะเร็งตับ และมะเร็งปอดเป็นต้น โดยเฉพาะมะเร็งปอดพบว่าสามารถเกิดได้ท้ังในเพศชายและ
เพศหญิงในอัตราส่วนท่ีเท่ากัน รวมท้ังยังสามารถเกิดในได้ท้ังในคนท่ีสูบบุหร่ีและไม่สูบบุหร่ีด้วย จากการสํารวจพบว่า 85% 
ของผู้ป่วยมะเร็งปอดมักพบว่าเป็นชนิด เซลล์มะเร็งปอดชนิดไม่เล็ก (Non-small cell lung cancer; NSCLC) และอีก 15% 
จะอยู่ในกลุ่ม เซลล์มะเร็งปอดชนิดเล็ก (Small cell lung cancer; SCLC) อย่างไรก็ตามผู้ป่วยโรคมะเร็งปอดชนิด SCLC 
มักจะเสียชีวิตภายในเวลาอันสั้นและไม่สามารถคาดเดาระยะของโรคได้ สําหรับผู้ป่วยโรคมะเร็งปอดชนิด NSCLC นั้นสามารถ
แบ่งระยะของโรคได้ทําให้สามารถหาวิธีการในการรักษาหรือควบคุมความรุนแรงของโรคได้ ดังนั้นโรคมะเร็งปอดชนิด NSCLC 
จึงเป็นความท้าทายในการพัฒนาตัวยับย้ังโดยการใช้โปรตีนเป้าหมาย จากงานวิจยัท่ีผ่านมามีการรายงานว่า มะเร็งปอดชนิด 
NSCLC มักจะเกี่ยวกับการแสดงออกของโปรตีนตัวรับ Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) ซ่ึงเป็นโปรตีนตัวรับ
บนผิวเซลล์ชนิดหนึ่ง ซ่ึงจัดอยู่ในกลุ่มของ โปรตีนไทโรซีนไคเนส มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการส่งสัญญาณในระดับเซลล์ 
โดยมีผลต่อการควบคุม การเเบ่งเซลล์ โปรเเกรมการตายของเซลล์ (Apoptosis) การยึดเกาะหรือ การเคล่ือนท่ีของเซลล์ 
(Cell adhesion and migration) เป็นต้น การควบคุมดังกล่าวนั้นมักจะอาศัยตัวกระตุ้นจากภายนอก (External ligand) 
เช่น EGF (Epidermal Growth Factor), TGF-α (Transforming Growth Factor -alpha), Neuregurins เป็นต้น เม่ือ
พิจารณาในโครงเชิงสร้างพบว่า โปรตีนตัวรับในกลุ่มของไทโรซีนไคเนส (ErbB family)  ประกอบด้วยส่วนท่ีสําคญั 3 ส่วน คือ 
Extracellular domain หรือ  Ligand binding domain, Transmembrane  helix และ ไทโรซีนไคเนสโดเมน (Tyrosine 
kinase domain) ท้ังการแง่ของการแสดงออกมากกว่าปกติ (Overexpression) และการกลายพันธ์ุ (Mutation) ในปัจจุบัน
พบว่ายาท่ีใช้ในการรักษามะเร็งปอดชนิด NSCLC โดยมุ่งเป้าไปท่ีโปรตีนตัวรับ Epidermal Growth Factor Receptor 
(EGFR) นั้นแบ่งออกเป็น 2  กลุ่ม คือ ตัวยับย้ังในกลุ่มแอนทิบอดี (Antibody-based inhibitor) ซ่ึงจะจําเพาะเป็นในบริเวณ 
Extracellular domain โดยมีหน้าในการแย่งจับกับลิแกนด์ (Competitive binding) ตัวยับย้ังในกลุ่มสารโมเลกุลเล็ก 
(Small molecule inhibitor) จะจําเพาะในบริเวณไทโรซีนไคเนสโดเมน โดยทําหน้าท่ีเป็นสารโมเลกุลเหมือน ATP (ATP-



analogue)  โดยเข้าจับบริเวณ Active site ของบริเวณ Enzymatic domain แต่อย่างไรก็ตามข้อเสียของยาทั้งสองกลุ่มนี้คือ 
ถ้าเกิดการกลายพันธ์ุของไทโรซีนไคเนสโดเมนจะทําให้การยับย้ังด้วยตัวยับย้ังในกลุ่มแอนทิบอดีไม่ได้ผลดีมากนั้นเนื่องจากจะ
เกิดการกระตุ้นโดยไม่ใช้ลิแกนด์ (Ligand-independent activation) แต่การยับย้ังด้วยตัวยับย้ังในกลุ่มสารโมเลกุลเล็กนั้นจะ
ขาดความจําเพาะในการยับย้ังเนื่องจากโปรตีนส่วนใหญ่ในเซลล์นั้นมันจะเป็นเอนไซม์ในกลุ่มไคเนสซ่ึงใช้ ATP เป็นสับสเตรท 
ด้วยเหตุผลเหล่าจึงนําไปสู่วัตถุประสงค์ในงานวิจัยนี้ 

ในการทดลองผู้วิจัยในได้ใช้ Phage display technology ในการคัดเลือกแอนติบอดี ท่ีสามารถยับย้ัง การทํางาน
ของ tyrosine kinase (TK) โดเมนจาก EGFR โดยอาศัยสมบัติของ  Phagemid ในการเป็นพาหะ ในการลําเลียงยีนของ
เเอนทิบอดีในตัวฝาจมาทําการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย โดยการใช้คลังฝาจแอนติบอดีสายเด่ียว (Human 
Single chain Fragment variable; HuScFv ) และ ชิ้นส่วนโดเมนเด่ียว (Humanized Single domain;VH/VHH) ท่ีได้จาก
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมประเภทอูฐท่ีแสดงบนโปรตีนโครงสร้างของฝาจ M13ในคลังฝาจในข้ันแรกผู้วิจัยได้ทําการคัดเลือก
แอนติบอดีท่ีความจําเพาะต่อ TKโดยใช้ เทคนิค Single round Biopanning จากผลการทดลองพบว่า นาโนบอดี 
(VH18,VHH35, VH36) มีความสามารถในจับกับไทโรซีนไคเนสโดเมนได้ดี และมีความสามารถในการยับย้ังการทํางานของไทโร
ซีนไคเนสโดเมนในการลดการเกิดเติมหมู่ฟอสเฟต (Phosphorylation) มากไปกว่านั้นการเติม Cell penetrating peptide 
(CCP) ท่ีบริเวณปลาย N ของนาโนบอดีทํามีความสามารถในการเข้าเซลล์โดยใช้กล้องฟลูเรสเซนต์แบบตัดเฉือน (Confocal 
fluorescence microscope) ส่วนผลการทดลองในเซลล์มะเร็งปอดชนิด NSCLC พบว่ามีความสามารถในการยับย้ังในระดับ
นาโนโมลาร์ เม่ือเทียบกับเซลล์มะเร็งชนิดอ่ืน รวมท้ังยังมีความสามารถในการยับย้ังการเคลื่อนท่ีของเซลล์มะเร็งอีกด้วย 
เป็นไปได้ว่านาโนบอดีมีความสามารถในการพัฒนาเป็นยาในการรักษาโรคมะเร็งปอดชนิด NSCLC ต่อไปในอนาคต 
 
 
 
 
 
 
วัตถุประสงค์ของการดําเนนิการ 

1. เพ่ือศึกษาจําลองการจับกันบริเวณท่ีสําคัญของไทโรซีนไคเนสโดเมนของ EGFR  
2. คัดเลือกนาโนบอดีท่ีมีความสามารถในการยับย้ังการทํางานของ EGFR ท่ีบริเวณไทโรซีน ไคเนสโดเมน  
3. ผลิต Cell-permeable nanobodies สําหรับนําไปทดสอบในเซลล์ (Cell line) 
4. ทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอดชนิด NSCLC 

ผลการทดลอง  
1. การจําลองการจับกันระหว่าง TK กับเปปไทด์ MIG6 

การเตรียมโมเดลและศึกษาค่าพลังงานและพฤติกรรมการเคล่ือนท่ีแบบไดนามิกส์ (MD) เตรียมโครงสร้างของTK 
โดเมน ของ EGFRและ MIG6_s1 แบบ asymmetric kinase dimer จากฐานข้อมูล PDB โมเดลโมโนเมอร์ของTK โดเมน 
ของ EGFRแบบ activators (residues 678-959) และ MIG6_s1 (residues 337-362) โดยใช้ PDB code 2RFE [1] ส่วน 
PDB code 2GS6 จะใช้เป็นโมเดลสําหรับศึกษาTK โดเมน ของ EGFRแบบ receiver จากนั้นเตรียมไฟล์เพ่ือใช้สําหรับการทํา 
MD ด้วย AMBER 12 [2] ท่ีปลาย N และ C terminus ของTK โดเมน ของ EGFRและ MIG-6 เติม acetyl group และปลาย 
N เติม N-methyl group ตามลําดับ ในการทําศึกษาการเคลื่อนท่ีของโปรตีนโดยใช้ ff03 force field และเติมน้ําด้วยชนิด 
TIP3P [3] จากนั้นคํานวณการจับกันด้วยพลังงานอิสระด้วย MM-PBSA [4] ระหว่างโปรตีน-โปรตีน ด้วยการเลือกศึกษา 300 



snapshot จากช่วง 3 ns สุดท้ายของทํา MD stimulation โดยคํานวณทุกช่วงของการ snapshot และทําการคํานวณ 
alanine scanning mutagenesis [5] คือการค้นหาหรือระบุบริเวณ “hot spot” ท่ีอินเทอร์เฟซของการจับกัน ซ่ึงเป็น
บริเวณท่ีสําคัญต่อการจับกันของโปรตีน ค้นหา key residues ของTK โดเมน ของ EGFR/ MIG-6_s1 ท่ีบริเวณอินเทอร์เฟซ
ของโปรตีน ด้วยการนําเอา alanine มาแทนท่ีกรดอะมิโนเดิมท่ีมีอยู่ โดยไม่ทําให้โครงสร้างของโปรตีนเปลี่ยนแปลงไป จากนั้น
ทําการคํานวณด้วยค่าพลังงานของการเปลี่ยนแปลงด้วย MM-PBSA 

การศึกษาความคงท่ีและความยืดหยุ่นของโครงสร้างในระบบ 3 ระบบ ท่ีผ่านการทํา MD stimulations ได้แก่ 1. 
Unbound EGFR 2. Unbound MIG-6_s1 และ 3.  EGFR kinase/MIG-6_s1 ดังภาพท่ี 1 ถูกนํามาสร้างกราฟ RMSD เพ่ือดู
ความเสถียรของระบบท่ีใช้ในการศึกษาจะเห็นได้ว่าท้ังสามระบบมีความเสถียรในช่วง 22 ns ของการศึกษา 

 
ภาพท่ี 1 คา่ RMSD ของโครงสร้างหลักของ EGFR kinase/MIG-6_s1 สถานะ bound และ unbound ในช่วง 22 ns ของ

การทํา MD 
 เม่ือเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างในระบบของ  bound และ unbound ดังภาพท่ี 2 พบว่าค่าเฉลี่ยของ
กราฟ RMSD ของท้ังสองระบบมีความใกล้เคียงกัน คือ 3.0 Å ของระบบ unbound และ 2.9 Å ของระบบ bound เม่ือ
เปรียบเทียบของ bound และ unbound ของ MIG-6_s1 พบว่าระบบ bound มีความเสถียรมากกว่า unbound โดยเฉล่ีย 
4.2 Å ของ ระบบ bound และ 6.4 Å ของระบบ unbound ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าระบบ bound ของ MIG-6_s1 มีความเสถียร
มากกว่า unbound อย่างมีนัยสําคัญ ซ่ึงโดยท่ัวไประบบ unbound MIG_6-s1 มีค่า RMSD สูง เนื่องจาก MIG-6_s1 มี
จํานวนกรดอะมิโนท่ีสั้นกว่า (27 กรดอะมิโน) และเม่ือเปรียบเทียบท้ังสองระบบของ unbound EGFR และ EGFR 
kinase/MIG-6_S1 ด้วยกราฟ RMSF หรือการวิเคราะห์การเคล่ือนไหวของอะตอมเฉลี่ย โปรไฟล์ RMSF ของ unbound TK 
โดเมน ของ EGFR (สีเขียว) ดังภาพท่ี 2A 

ภาพท่ี 2 ค่า RMSF และภาพการซ้อนทับกันของโครงสร้างTK โดเมน ของ EGFR 
แสดงให้เห็นพฤติกรรมการเคล่ือนท่ีของโปรตีนคล้ายกับระบบของ EGFR (สีแดง) ในทางตรงกันข้ามโปรไฟล์ RMSF ของระบบ 
unbound   MIG_6-S1 มีค่าความผันผวนสูงกว่าการจับกันเป็น complex ของ MIG-6_s1 ซ่ึงทําให้เห็นรูปแบบของความ
แตกต่างในหลายๆส่วนของบริเวณอินเทอร์เฟซ EGFR กับ MIG-6_s1 ส่วนการวิเคราะห์ค่า RMSF ของ EGFR N-lobe พบว่า
มีโปรไฟล์ RMSF คล้ายกันในท้ังสามระบบ นอกจากนี้ยังพบความไม่แน่นอนของความผกผันในส่วนของ Ala840-Gly850 (A-



loop)  [6] ซ่ึงเกี่ยวข้องกับการเกิด missing residues ใน EGFR X-ray crystal structure จากข้อสังเกตนี้แสดงให้เห็นว่าการ
จับกันของ TK โดเมน ของ EGFRสามารถช่วยให้การจับของ MIG-6_s1 เป็นคอมเพล็กซ์ได้ดีข้ึน การเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
ของ EGFR kinase/MIG-6_s1 ในช่วง 3 ns สุดท้ายของการทํา MD stimulation พบว่าโครงสร้างในช่วงแรกและโครงสร้าง
ในช่วงของระบบเข้าสู่สมดุลนั้นโครงสร้างส่วนใหญ่คล้ายคลึงกัน ยกเว้นการเปลี่ยนแปลงในส่วนของลูปของ MIG-6_s1 
โดยเฉพาะ Asn343 ของ MIG-6_s1 ท่ีบริเวณลูปของโครงสร้างมีการเลื่อนไปของโซ่ข้างไปใกล้ชิดกับอินเทอร์เฟซของ TK 
โดเมน ของ EGFRมากกว่าการลดพลังงานของโครงสร้างเริ่มต้นดังภาพท่ี 3 

 
ภาพท่ี 3 การซ้อนทับของโครงสร้างจากช่วง 3  ns สุดท้ายของการทํา MD (สีชมพู) และช่วงการลดพลังงานของโครงสร้าง
เร่ิมต้น (สีเขียว) ของ EGFR kinase / MIG-6_s1 
 ส่วนของปฏิสัมพันธ์ของไฮโดรโฟบิกบริเวณผิวของTK โดเมน ของ EGFRประกอบด้วย Leu343, Trp881, Thr885, 
Pro913 และ Met346 ของโซ่ข้างของ MIG-6_s1 ซ่ึงอยู่ม่ันคงในบริเวณของโพรงของโปรตีนด้วยโปรแกรม Ligprot ดังภาพท่ี 
4 กรดอะมิโนโพลีนอาจมีผลต่อความแข็งแรงของโครงสร้างเปปไทด์ นอกจากนี้ยังมีการวิเคราะห์โครงสร้างของโพลีน โดย
กรดอะมิโนโพลีนท้ัง 5 ชนิดของ MIG-6_s1 (Pro347, Pro348, Pro354, Pro356, Pro339) อยู่ในรูปแบบ cis และฟอร์ม
โครงสร้างแบบ turn ส่วน 4 ชนิดของกรดอะมิโน (Pro347, Pro348, Pro354, Pro356) ยังคงอยู่ในโครงสร้างแบบ bent ท่ี
บริเวณอินเทอร์เฟซดังภาพท่ี 5 

 
ภาพท่ี 4 ปฏิสัมพันธ์ระหว่าง Met346 กับเรซิดิวบริเวณข้างเคียงจากโปรแกรม LIGPLOT 



 
ภาพท่ี 5 การจัดเรียงโครงสร้างเฉลี่ยระหว่างช่วง 1-3 ns (สีเหลือง), 10-12 ns (สีม่วง), 14-16 ns (สีม่วง) และ 20-22 ns (สี

ส้ม) แสดงให้เห็นความคงท่ีของ prolines ในระหว่างการจําลอง 
ค่าพลังงานการสลายตัวของเรซิดิวท่ีอยู่บนอินเทอร์เฟซ เรซิดิวท่ีสําคัญของการจับของ EGFR kinase/MIG-6_s1 ท่ี
อินเทอร์เฟซคัดเลือกจากค่า cut-off ท่ี ΔGtot, PB ≤- 1 .0  กิโลแคลอรี / โมล  (เหมาะแก่การจับ) ดังภาพท่ี 6 ประกอบไปด้วย 
13 เรซิดิวท่ีสําคัญของ MIG-6_s1 และ 9 เรซิดิวท่ีสําคัญต่อการจับกัน TK โดเมน ของ EGFRซ่ึงมีค่าพลังงานอิสระต่อการจับ
น้อยกว่า -1 kcal/mol โดย 13 เรซิดิวเหล่านั้นได้แก่ Ser337, Leu338, Pro339, Tyr341, Met346, Pro348, Thr349, 
Gln350, Phe352, Lys357, Tyr358, Val 359  และ  Ser 361  ส่วนเรซิดิวท่ีสําคัญของ  TK โดเมน ของ EGFRได้แก่ Thr885, 
Glu904, Gly906, Arg908, Pro910, Gln911, Pro913, Met 928  และ  Ile92 ดังภาพท่ี  7 ข้อมูลการจับกันด้วยพันธะ
ไฮโดรเจนระหว่าง MIG-6_s1 peptide และ TK โดเมน ของ EGFRใน 3  ns สุดท้ายระหว่างการทํา MD stimulation โดย
กรดอะมิโนเหล่านี้เกิดการฟอร์มพันธะไฮโดรเจน Ser337, Tyr341, Asn350, Phe352, Lys357, Tyr 358  และ  Ser 360  จาก 
MIG-6_s 1  และ  ส่วนท่ีเหลือ Glu904, Gly906, Arg908, Gln 911  และ  Ile929 ของ TK โดเมน ของ EGFRซ่ึงรูปแบบการจับ
ของพันธะไฮโดรเจนแบบ strong, medium และ weak กําหนดด้วยอัตราการเกิดพันธะดังนี้ > 75 % , 50-75  % และ < 50%  
ตามลําดับ ระยะห่างของพันธะไฮโดรเจนของปฏิกิริยาระหว่างพันธะไฮโดรเจนมากท่ีสุดในช่วง 22  ns ของการทํา MD 
stimulation ดังภาพท่ี 6B 



 
ภาพท่ี 6 ค่าพลังงานอิสระท่ีลดลงของแต่ละเรซิดิวของ EGFR และ MIG-6_s1 

 
ภาพท่ี 7 ค่าพลังงานอิสระท่ีลดลงของแต่ละเรซิดิวท่ีบริเวณอินเทอร์เฟซของ EGFR kinase และ MIG-6_s1 



 
ภาพท่ี 8 โปรไฟล์ระยะห่างของพันธะไฮโดรเจน )A) ระหว่าง Gln 911- NE 2- HE 21 และ Ser 337- O (B) ระหว่าง Tyr 341- OH 
และ Gln 911- O (C) ระหว่างGln 350- NH และ Arg 908- O (D) ระหว่าง Arg 908- NH และ Gln 350- O (E) ระหว่าง Phe 352-
NH และ Gly 906- O (F) ระหว่าง Arg 908- NH 2- HH 22 และ Tyr 358- O (G) ระหว่าง Ile 929- NH และ Lys 357- O (H) ระหว่าง 
ser 360- NH และ Glu 904- O (I) ระหว่าง Asn 343- ND 2- HD 21 และ Thr 885- O (J) ระหว่างAsn 343- NH และ Gly 959- O 
 ผลจากการทํา alanine scanning และการคํานวณค่าพลังงานอิสระของแต่ละเรซิดิวดังภาพท่ี 9 สามารถแบ่ง
ออกเป็น 6 เรซิดิวท่ีเป็น “hot spot” บนอินเทอร์เฟซของ TK โดเมน ของ EGFR ได้แก่ Glu904, Glu907, Arg908, 
Gln911, Met 928  and Ile 929  และ  8 เรซิดิวท่ีเป็น “hot spot” บนอินเทอร์เฟซของ MIG-6_s1 ได้แก่ Leu338, Try341, 
Asn343, Met346, Thr349, Gln350, Phe 352  and Try 358  ส่วนของเรซิดิวท่ีเป็น  “warm spot” บนอินเทอร์เฟซของ TK 
โดเมน ของ EGFR 4 เรซิดิว ได้แก่ Thr885, Ile94, Tyr920 และ Val924 ส่วนเรซิดิวท่ีเป็น warm spot บนอินเทอร์เฟซของ 
MIG-6_s1 ได้แก่ Leu342, Val359, and Ser361 อย่างไรก็ตามการคํานวณ alanine scanning มีข้อจํากัดโดย Gly906, 



Pro910, Pro912, Pro913, Gly959 บนอินเทอร์เฟซTK โดเมน ของ EGFRและ Pro339, Pro 348  บนอินเทอร์เฟซ  MIG-
6_s 1 เรซิดิวเหล่านี้จะไม่ถูกนําไปคํานวณ  ซ่ึงหมายความว่าการคํานวณพลังงานอิสระท่ีลดลง จะพบ 8 เรซิดิวท่ีสําคัญ แต่ถ้าใช้
วิธีการคํานวณแบบ alanine scanning จะไม่พบเรซิดิวเหล่านี้ (Tyr891, Leu909, Trp927, Ser337, Ser351, Asp355, 
Lys357 and Ser360) โดยท่ัวไปเรซิดิวท่ีสําคัญท่ีพบโดยใช้วิธีการคํานวณท้ังสองวิธี เช่น Val924, Met346, Phe352และ 
Try 358  ซ่ึงได้จากการทําการกลายพันธ์ุด้วยการแทนท่ีด้วย  alanine ทําให้เรซิดิวเหล่านี้ไม่สามารถจับกับเปปไทด์ได้ [1] 
การศึกษาการกลายพันธ์ุของ MIG-6_s1 ท่ีเรซิดิว Met346, Phe 352  and Tyr 358  ต่อการจับกับ TK โดเมน ของ EGFRซ่ึง 
Met346 อาจจะเป็นเรซิดิวท่ีสําคัญของ MID-6_s1 มีค่าพลังงานอิสระประมาณ - 2 .8  kcal/mol ท่ีก่อให้เกิดปฏิสัมพันธ์กับ
ไฮโดรฟอบิกท่ีบริเวณอินเทอร์เฟซของ EGFR kinase/MIG-6_s1 complex โซ่ข้างของ Met346 อยู่ในโพรงส่วนของท่ีไม่ขอบ
น้ําประกอบด้วย Leu343, Trp881 และ Thr85 (warm spot) และ Pro913 ท่ีบริเวณอินเทอร์เฟซของ TK โดเมน ของ 
EGFRการกลายพันธ์ุของ Met346 เป็น Ala346 มีค่าพลังงานประมาณ -8  .1  กิโลแคลอรี   /โมล ทําให้โซ่ข้างมีความสําคัญใน
โพรงของ  TK โดเมน ของ EGFRผลดังกล่าวนี้สอดคล้องกับโครงสร้างผลึกท่ีแสดงให้เห็นว่า Met346 ท่ีอยู่ในโพรงท่ีไม่ชอบน้ํา
ของ EGFR kinaseและจากผลการทดลองท่ีทําให้เกิดการกลายพันธ์ุของ Met346 ทําให้ไม่สามารถจับกับ EGFR ได้ ส่วน 
Phe352 และ Tyr358 ของ MIG-6_s1 ได้ถูกระบุไว้ในงานวิจัยนี้ว่าเป็นเรซิดิวท่ีจําเป็นสําหรับการจับกันท่ีมีพลังงาน 3 .4  และ 

6 .2  กิโลแคลอรี    /โมล ตามลําดับ โดยโครงสร้างหลัก  (backbone) สร้างพันธะไฮโดรเจนกับเรซิดิว “hot spot” Gly906 
และ Arg908 ส่วนโซ่ข้างจะอยู่ในส่วนท่ีไม่ชอบน้ํา นอกจากนี้ยังมีปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนและอิเล็กโทรอิโทสแตติก ซ่ึงเป็น
ปัจจัยสําคัญสําหรับการจับกันของ MIG-6_s1 และ TK โดเมน ของ EGFRโดยมีเรซิดิว Tyr341 ของ MIG-6_s1 เป็นเรซิดิวท่ี
สําคัญของการจับกันระหว่าง MIG-6_s1 และ TK โดเมน ของ EGFRมีค่าพลังงานเท่ากับ -1.88 กิโลแคลอรี   /โมล ต่อเรซิดิว 
ในระหว่างการทํา  MD, Tyr341  สร้างพันธะไฮโดรเจนกับ Gln911 (hot spot ( และอยู่ในโพรงส่วนท่ีไม่ชอบน้ําของ Pro339,  

Pro347, Pro910 และ Pro913 นอกจากนี้ค่า ΔΔGของการแทนอะลานีนของ Tyr 341  ประมาณ  - 7 .9  กิโลแคลอรี / โมล ซ่ึง
ได้รับผลจากการสูญเสียแรงวัลเดอวาลและอิเล็กโทสแตติก เรซิดิวท่ีสําคัญอีกอย่างหนึ่งสําหรับการจับกันเป็นคอมเพล็กซ์ คือ 
Thr349 ของ MIG-6_s1 ซ่ึงฟอร์มพันธะไฮโดรเจนกับ Glu907 (hot spot) กับTK โดเมน ของ EGFRค่า ΔΔG ของการ
แทนอะลานีนของ Thr 349  ประมาณ  - 7 .4  กิโลแคลอรี่ต่อโมล ซ่ึงเป็นผลมาจากการสูญเสียแรงอิเล็กโทสแตติก นอกจากนี้
โครงสร้างหลักของ  Gln 350  ยังสร้างพันธะไฮโดรเจนอีก  2  พันธะกับ  Arg 908   ) hot spot   (ในขณะที่โซ่ข้างไม่เพียงแต่สร้าง
พันธะไฮโดรเจนกับ  Gln 911   ) hot spot   (แต่ยังก่อให้เกิดแรง วันเดอร์วาลส์กับ  Pro 910  และ  Try 920   ) warm spot   (ใน
ระหว่างการทํา MD stimulation ไม่ได้เพียงแต่สร้างพันธะไฮโดรเจนระหว่าง Ser361 และ Glu904 แต่ยังสร้างพันธะไฮโดรเจ
ท่ีเกี่ยวข้องกับ Asn343 ท่ีบริเวณลูปของ MIG-6_s1 และโซ่ข้างของ MIG-6_s1 เคลื่อนไปทางอินเทอร์เฟซของ TK โดเมน ของ 
EGFRและสร้างพันธะไฮโรเจนกับ Thr885 (warn spot) และ Gly959 ดังภาพท่ี 10 



 
ภาพท่ี 9 โปรไฟล์ปฏิสัมพันธ์ระหว่างอินแทอร์เฟของ EGFR/MIG-6_s1 

 



 
ภาพท่ี 10 ปฏิสัมพันธ์ของเรซิดิวท่ีสําคัญของ MIg-6_s1 กับเรซิดิวในบริเวณใกล้เคียง 

 
 
 
 
 



2. การจําลองแบบทางพลวัตเชิงโมเลกุลของ TK domain ของ EGFR ในรูปแบบ asymmetric dimer : การ
จําลองโครงสร้างในรูปแบบแอคทีฟและอินแอคทีฟของไคเนสโดเมน 

 
การใช้ homology-based เพ่ือจําลองโมเดลโครงสร้าง 3 มิติของโครงสร้างแบบแอคทีฟและอินแอคทีฟของTK 

โดเมน ของ EGFR เตรียมโครงสร้างของโปรตีนTK โดเมน ของ EGFRโดเมนท้ังในรูปแอคทีฟและอินแอคทีฟซ่ึงได้จาก
ฐานข้อมูล PDB จากนั้นใช้โปรแกรม MODELLER สร้างโมเดลอีจีเอฟอาร์ในส่วนท่ีจะศึกษา C-terminal ส่วนของ JM (G672 
to I682) และขยายส่วนของ CT segments (V 956  to I994) เพ่ือใช้ในการศึกษารูปแอคทีฟฟอร์มใช้ PBD code  1m17 และ 
2GS6 รูปอินแอคทีฟใช้ PBD code   1 XKK, 2GS 7  and 2R4B จากนั้นนําโครงสร้างสามมิติไปทํา MD stimulation แบ่ง
ออกเป็น โมโนเมอร์ ตัวรับสัญญาณและตัวกระตุ้น ท้ังในรูปแบบแอคทีฟและอินแอคทีฟฟอร์มด้วย GROMACS 4.5 และ
วิเคราะห์ผลการทํา MD ด้วย GROMACS utilities [7] 
 
 แบบจําลองเชิงโมเดล   homology ผ่านการวิเคราะห์สเตอริโอเคมีด้วย Ramachandran plot พบว่าไม่มีเรซิดิวอยู่
ในพ้ืนท่ีไม่เหมาะสมของกราฟท้ังแอคทีฟและอินแอคทีฟ 90% ของเรซิดิวตกอยู่ในพ้ืนท่ีท่ียอมรับแสดงให้เห็นถึงความ
น่าเชื่อถือของท้ังสองโมเดล  โครงสร้างแบบแอคทีฟและอินแอคทีฟถูกสร้างข้ึนตามการศึกษาของ Zhang et al. [8] ดังภาพท่ี 
11B  

 
ภาพท่ี 11 โมเดลโครงสร้างโมโนเมอร์ (A) และโครงสร้างอะซิมเมตริค (B) ในรูปแบบแอคทีฟและอินแอคทีฟTK โดเมน ของ 
EGFRโดเมน ไคเนสโดเมนรูปแบบโมโนเมอร์ในส่วนของ JM และ CT แสดงสีตามโครงสร้างดังนี้ N-lobe, β-strands (สี
เขียว):  C-lobe, α-helices  (สีน้ําเงิน): α C-helix, สีแดง:  activation loop, สีม่วงแดง เรซิดิวK721-E738 และE738-K836 
ซ่ึงเป็น salt bridge แสดงด้วยเส้นประสีฟ้า และผลจากการทํา MD stimulation 100 ns กับอะซิมและโมโนเมอร์ของTK 
โดเมน ของ EGFRโดเมน เพ่ือตรวจสอบผลของการจับกันเป็นไดเมอร์มีผลต่อความยืดหยุ่นและความเป็นไดนามิก โดยใช้ค่า 



RMSD ในการสังเกตความเสถียรของระบบและความใกล้เคียงกันระหว่างโครงสร้างท่ีจําลองข้ึนกับโครงสร้างอ้างอิงในช่วงเวลา
ของการทํา MD ดังภาพท่ี 12 
 

 
ภาพท่ี 12 ค่า RMSD ของโครงสร้างหลักเป็นฟังก์ชันของเวลาในรูปแบบของแอคทีฟ (A) อินแทคทีฟ (B) จากโครงสร้างเริ่มต้น 

 เพ่ือให้เข้าใจถึงความยืดหยุ่นของโครงสร้างในแต่ละส่วนของ TK โดเมน ของ EGFRโดเมน จึงใช้ค่า RMSF เพ่ือคํานวณค่า
พลังงานในแต่ละเรซิดิวดังภาพท่ี 3 การวิเคราะห์องค์ประกอบหลักของโครงสร้างแบบแอคทีฟ ด้วย MD trajectories ด้วย
การดูในแต่ละ MD trajectories เพ่ือระบุลักษณะเด่นของการเปล่ียนแปลง เรียกว่า PC 1  ในรูปแอคทีฟ  PC1จะกระจายอย่าง
มากในส่วน N-lobe ของไคเนสโดเมนท้ัง 3 แอคทีฟโมเดลดังภาพท่ี 4 
  อย่างไรก็ตามทิศทางของการเคล่ือนท่ีของตัวรับ (receiver) ดูเหมือนตรงกันข้ามกับท่ีสังเกตเห็นได้ในตัวกระตุ้น 
(activator) และ โมโนเมอร์ ซ่ึงไปมีส่วนร่วมกับการเคล่ือนท่ีประมาณ 29 .9 % , 54 .5  % และ 45 .5  % ของการเคลื่อนไหว
ท้ังหมดในโปรตีนตามลําดับ ผลท่ีเกิดข้ึนเหล่านี้ชี้ให้เห็นว่าอะซิมเมตริคไดเมอร์สามารถเปลี่ยนแปลงพลศาสตร์และลดความผัน
ผวนของTK โดเมน ของ EGFRโดเมน การเคลื่อนไหวระหว่างโครงสร้างแบบแอคทีฟมีแนวโน้มท่ีจะเกี่ยวข้องกับการเปิดและ
ปิดบริเวณของ hinge region ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีความสําคัญของการจับกับ ATP และเร่งปฏิกิริยากับโปรตีนท่ีเป็น ไคเนสตัว
อ่ืนๆ เช่น PKA [9] การเปิดและปิดของโครงสร้างอีจีเอฟอาร์แบบแอคทีฟเกิดจากการศึกษาด้วยการทํา MD ซ่ึงเป็นการ
เคลื่อนท่ีของไคเนสโดเมนอย่างใกล้ชิดควบคู่กับการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างส่วนของ JM และ CT [10] ซ่ึงหมายความว่าการ



เปิดและปิดของไคเนสโดเมนเป็นจุดสําคัญสําหรับของโปรตีนท่ีเป็นไคเนสในสภาวะท่ีเป็นแอคทีฟฟอร์ม ส่วนการศึกษา
โครงสร้างแบบอินแอคทีฟ จากการทํา MD พบว่า PC1 มีการเคล่ือนท่ีคล้ายๆกันเกี่ยวข้องกับการกระจัดกระจายของ N-lobe 
แบบ rigid ในส่วนของ C-lobe ของไคเนสโดเมน การเคล่ือนท่ีของ N-lobe มีลักษณะเป็นมุมฉากเช่นเดียวกับโมเดลแบบแอค
ทีฟ ความผันผวนของการเคลื่อนท่ีในตัวรับ (receiver) ลดลงกว่าในตัวกระตุ้น (activator) และโมโนเมอร์มีสัดส่วนประมาณ 

30.6% , 55.5  % and 45 .7  % จากการเคลื่อนท่ีท้ังหมดในโปรตีน ผลการทดลองเหล่านี้ชี้ให้ว่าไม่เหมือนกับโครงสร้างแบบแอค
ทีฟ การฟอร์มเป็นอะซิมเมตริคไดเมอร์ในโครงสร้างแบบอินแอคทีฟไม่ได้เปลี่ยนไดนามิกส์ส่วนของ N-lobe ของTK โดเมน 
ของ EGFRโดเมน แต่ลดการผันผวนของโปรตีนแทนจะสังเกตได้ว่าการเคลื่อนท่ีของ loop ในท้ัง 3 อินแอคทีฟอร์มมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ loop A ของตัวรับเคลื่อนท่ีได้น้อยลง ในขณะที่ loop A ของตัวกระตุ้นสามารถเคลื่อท่ีไปใน
ทิศทางตรงกันข้ามกับ N-lobe  การเคล่ือนท่ีของ N-lobe นี้ C-helix และ loop A ในโมโนเมอร์มีความสัมพันธ์กันอย่างมาก
แต่ทํางานของ PC1 ในรูปอินแอคทีฟ ยังไม่ชัดเจน การเคล่ือนท่ีของ N-lobe กับการเคลื่อนท่ีของเกลียว αC แบบปกติในสาม
รูปอินแอคทีฟ ท้ังสามโมเดล และชี้ให้เห็นว่าจะไม่ตอบสนองเฉพาะต่อการเปลี่ยนแปลงตามโครงสร้างของตัวรับ (receiver) ใน
การ dimerization นอกจากน้ีการเคลื่อนท่ีท่ีแตกต่างกันใน loop a ของโมเลกุลท่ีอินแอคทีฟอาจทําให้มีความยืดหยุ่นของ 
loop a ข้อสันนิษฐานนี้เป็นผลมาจากข้อมูลจํานวนมากจากการสุ่มตัวอย่างการทํา MD รวมท้ังโครงสร้างผลึกซ่ึงท้ังหมดนี้มี
ความผิดปกติในส่วนปลายของ loop A (เรซิดิว E 842- K 851 ( ดังภาพ 13B) 

 
ภาพท่ี 13 กราฟ RMSF ของโครงสร้างหลักแสดงฟังก์ชันต่อเรซิดิวจากโมเดลในรูปแอคทีฟและอินแอคทีฟ ส่วนของโครงสร้าง
TK โดเมน ของ EGFRโดเมนและส่วนของ JM และ CT ในช่วงแต่ละ 50 ns  
 



 
ภาพท่ี 14 เปรียบเทียบการเคล่ือนท่ีของโดเมนอธิบายด้วย PC1 จากการทําแบบจาํลองการเคลื่อนท่ีของรูปแบบแอคทีฟและ
อินแอคทีฟ ส่วนของโครงสร้างแบ่งออกตามสีดังนี้ N-lobe β-strands, สีเขียว; C-lobe α-helix, สีน้ําเงิน;  α C-helix, สี
แดง; actiovation loop สีม่วงแดง และลูกศรชี้ทิศทางการเคล่ือนท่ี  
 การศึกษาปัจจัยท่ีไม่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการรักษาเสถียรภาพของปฏิสัมพันธ์ตัวกระตุ้นและตัวรับเป็นอะซิมเมตริคได
เมอร์TK โดเมน ของ EGFRโดเมน พบว่าพลังงานของปฏิสัมพันธ์ท้ังหมดของโมเดลในรูปอินแอคทีฟมีค่าประมาณ 4/5 น้อย
กว่าในโมเดลในรูปแอคทีฟ จากผลลัพธ์นี้อาจเกิดจากจํานวนของอะตอมท่ีมีปฏิสัมพันธ์กัน เช่น  H-bond และแรงดึงดูด
ระหว่างโมเลกุลท่ีไม่ชอบน้ําระหว่างตัวรับและตัวกระตุ้นของโมเดลในรูปแอคทีฟมากกว่าโมเดลในรูปอินแอคทีฟ ผลการทํา 
MD นอกจากนี้ยังพบว่าพลังงานวันเดอร์วาลส์มีความอ่อนกว่าอิเล็กโทรสแตติคในท้ังสองรูปแบบ อาจเกิดจากปฏิกิริยาพันธะ
โคเวเลนต์แบบมีข้ัว (พันธะไฮโดรเจน) การวิเคราะห์ตําแหน่งของเรซิดิวท่ีอยู่ในช่วง ≤ 0 .5  นาโนเมตรในช่วง  50  ns พบว่า
บริเวณส่วนโครงสร้างของตัวกระตุ้นเกี่ยวข้องกับ อินเทอร์เฟซของไดเมอร์ มีความคล้ายคลึงกันระหว่างโมเดล 2 ไดเมอร์ 
ต้ังแต่ αF–αG loop, αG helix, αG–αH loop, αH helix, αH–αI loop, αI helix, I–CT loop and the N-termอิน
al ส่วนของ of CT ดังภาพท่ี 15 



 
 ภาพท่ี  15 แสดงโครงสร้างโปรตีนแบบ Ribbon ของอินเทอร์เฟซไดเมอร์ (ภาพด้านซ้าย) จํานวนโปรตีนท่ีมี
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างโมเลกุล (H-bond อันตรกิริยาไม่ชอบน้ํา) ด้วยฟังก์ชันของเวลาระหว่างตัวรับและตัวกระตุ้น (ภาพด้านขวา) 
สังเกตได้จากแบบจําลองของโครงสร้างรูปแบบแอคทีฟและอินแอคทีฟ บริเวณโครงสร้างท่ีตอบสนองต่ออินเทอร์เฟซไดเมอร์
ของตัวรับและตัวกระตุ้นแสดงด้วยสีน้ําเงินและสีแดงตามลําดับ 
 ในทางตรงกันข้ามโครงสร้างของตัวรับตอบสนองอินเทอร์เฟซของไดเมอร์รวมถึง ส่วน JM αC helix, αC– β4 
loop, β4 strand,  β4– β5 loop and  β5 strand   อินเทอร์เฟซของไดเมอร์ของรูปแบแอคทีฟจะเห็นว่า loop ระหว่าง 
αG และ α H (α G- α H loop) ของตัวกระตุ้นแสดงค่าพลังงานติดลบสูงมากจะเห็นได้ว่าเรซิดิวเหล่านี้มีผลต่อการฟอร์ม
เป็นโครงสร้างเป็นอะซิมเมตริคไดเมอร์และการกลายพันธ์ทําให้แอคทิวิต้ีของอีจีเอฟอาร์ในเซลล์ลดลง ดังภาพท่ี 16     พลังงานมี
ค่าติดลบสูงมากในส่วนของ  JM ของตัวรับ และยังสามารถบอกได้ถึงความสําคัญของส่วนนี้ในการฟอร์มตัวเป็นเป็นอะซิมเม
ตริคไดเมอร์ ส่วนอินเทอร์เฟซของไดเมอร์ของโครงสร้างแบบอินแอคทีฟ  แตกต่างจาก อินเทอร์เฟซของไดเมอร์ของโครงสร้าง
แบบแอคทีฟ ปฏิสัมพันธ์ระหว่างเกลียว αH ของตัวกระตุ้น และαC ของตัวรับอาจเป็นส่วนสําคัญของการฟอร์มเป็นเป็นอะ
ซิมเมตริคไดเมอร์ของโครงสร้างแบบอินแอคทีฟ  
  



 

 
 ภาพที่  16 พลังงานศักย์ระหว่างตัวรับและตัวกระตุ้นสังเกตได้จากการทํา MD ของแบบแอคทีฟ (A,C) แบบอินแอค
ทีฟ (B,D) พลังงานของการมีปฏิสัมพันธ์แสดงเป็นพลังงานที่ลดลงของ C-lobe ของตัวกระตุ้น และ N-lobe ของตัวรับ 
อิเล็กโทรสแตติคและแรงวันเดอร์วาลส์แสดงเป็นแถบสีดําและสีขาวตามลําดับ แถบแสดงข้อผิดพลาดแสดงค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานของปฏิสัมพันธ์ท้ังหมด  

เม่ือเปรียบเทียบกับการจับท่ีอินเทอร์เฟซของ MIG-6_s1 โครงสร้างผลึกของTK โดเมน ของ EGFRโดเมน และส่วน
ของ Mig6 ซ่ึงเป็นตัวยับย้ังแบบ feedback inhibitor ของอีจีเอฟอาร์ แสดงให้เห็นว่าเรซิดิว K336-K362 ของโปรตีน MIg6 
สามารถจับกับ C-lobe ของTK โดเมน ของ EGFRโดเมน โครงสร้างผลึกของโครงสร้างดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า Mig6 peptide 
ใช้โครงสร้างท่ียาวและวางอยู่บน อินเทอร์เฟซของ C-lobe ของไคเนส  อินเทอร์เฟซถูกปกคลุมด้วยด้วย αG และ αH 
helices และ α F- α G, α G- α H, α H- α I loop, ซ่ึงฝังอยู่ในพ้ืนท่ีประมาณ 18 .00  นาโนเมตร   ] 7   [มีเรซิดิวไม่กี่ชนิดท่ี
อยู่บนเกลียว  αH ซ่ึงช่วยในการเชื่อมต่อกับ อินเทอร์เฟซ และเม่ือเปรียบเทียบปฏิกิริยาของเรซิดิวท่ีอยู่บน C-lobe ไคเนส
โดเมนระหว่างอินเทอร์เฟซไดเมอร์แบบเป็นอะซิมเมตริคและท่ีจับกับ Mig 6  พบว่าส่วนของการจับกับ  MIG-6 ทับซ้อนกับ
อินเทอร์เฟซของเป็นอะซิมเมตริคไดเมอร์เรซิดิวของกรดอะมิโนท่ีใช้อินเทอร์เฟซร่วมกันรวมถึงมีพันธะไฮโรเจน ได้แก่ G906, 
R908, Q 911ใน  α G- α H loop; I917, D 918  ในเกลียว  αH และ  )ii) ส่วนท่ีไม่ชอบน้ําปฏิสัมพันธ์ผ่าน P 913  ใน  α G- α 
H loop; Y920, V921, V924, W 927  บนเกลียว  αH; M928 on the αH–αI loop เช่นเดียวกับ V956 บนส่วนของ CT 
การศึกษาทางชีวเคมีและชีวฟิสิกศ์ของการจับ Mig6 และ การยับย้งอีจีเอฟอาร์ แสดงให้เห็นว่าการเปลี่ยนให้เกิดการกลาย
พันธ์ุของ V924R ท่ีไคเนสโดเมนทําให้ไม่สามารถจับกับเปปไทด์ได้ ในทางกลับกันไคเนสโดเมนท่ีมีการกลายพันธ์ุ I682Q มี
ความสามารถในจับเช่นเดียวกับไคเนสโดเมนปกติ] ดังภาพที  17 

 



 
 ภาพที่  17 การเปรียบเทียบการจับกันบริเวณอินเทอร์เฟซที่ C-lobe ของตัวกระตุ้นระหว่างโมเดลแอคทีฟและอิน
แอคทีฟ(ภาพซ้าย) เช่นเดียวกับโครงสร้างของ Mig6 จับกับโครงสร้างอินแอคทีฟ (PBD code:2RFE) Mig6 peptide แสดง
ด้วยริบบอนสีแดง บริเวณท่ีจับของอินเทอร์เฟซแสดงพ้ืนผิวและกรดอะมิโนเรซิดิวท่ีก่อให้เกิดพันธะไฮโดรเจนและปฏิกิริยาไม่
ชอบน้ําแสดงด้วยสีเหลืองและสีเชียวตามลําดับ เรซิดิวท่ีปฏิกิริยาร่วมกันแสดงด้วยตัวอักษรสีน้ําเงิน 

3. การคัดเลือกแอนติบอดีจาก HuScFv และ VH/VHH libraries 
เทคนิค Single round biopanning5ถูกนํามาใช้เพ่ือการคัดเลือกแอนติบอดีท่ีมีความสามารถกับ TK โดยขั้น

แรกเร่ิมจากการนํา TK มาตรึงบน ELISA Plate ด้วย Coating buffer (Bicarbonate buffer pH 9.6) โดยกําหนดความ
เข้มข้นของ TK ท่ี 2 μg ต่อ well จากนั้นทําการ blocking ด้วย 3%BSA แล้วนําไปบ่มเป็นเวลา 2 โมงท่ีอุณหภูมิ 37 องศา 
จากนั้นล้าง BSA ส่วนเกินออกให้หมด จึงเติม library ลงไป ข้ันตอนเป็นข้ันตอนท่ีเรียกว่า Phage enrichment นําไปบ่มเป็น
เวลา 1 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 37 องศา จากนั้นล้าง unbound phage  ออกให้หมด หลังจากเติม Mid-log Phase HB2151 
E.coli เพ่ือให้ฝาจ infect ดังกล่าว ทําให้เกิดการถ่ายทอดข้อมูล ทางพันธุกรรมหรือ phagemid จากฝาจสู่แบคทีเรีย จากนั้น
นําไปบ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 37 องศา ข้ันตอนสุดท้าย  ทําแบคทีเรียท่ีได้  มาเลี้ยง  บนอาหาร  แข็ง  เพ่ือให้เกิดการ
สร้างโคโลนีสําหรับตรวจสอบเทคนิค PCR 9ต่อไป 

 
3.1 การคัดเลือกแอนทิบอดีโดยใช้ PCR 
เนื่องจาก HuScFv และ VH/VHH นั้นเป็นชิ้นส่วนของยีนท่ีอยู่ใน vector ท่ีเป็น phagemid ซ่ึงต่างกับ plasmid 

ตรงท่ี phagemid นั้นมีจุดเร่ิมต้นในการสังเคราะห์ DNA ของแบคทีเรีย  และฝาจอยู่ร่วมกัน ส่วน primer ท่ีใช้ในการ
ตรวจสอบยีนนั้นจะจําเพาะกับยีนท่ีเราต้องการ โดยขนาดของ amplicon ท่ีได้จาก HuScFv ประมาณ 1000 bp (ภาพที่18) 
ในส่วนของ VH/VHH จะมีขนาดของ amplicon ประมาณ 750 bp (ภาพที่19)โดยสภาวะท่ีเหมาะสม  ในการเพ่ิมจํานวนยีน 
เพ่ือตรวจยีนของแอนติบอดี 95 องศา 1 นาที 55 องศา 30 วินาที และ 72 องศา 1 นาที 



 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 18 แสดงแถบ amplicon HuScFv ท่ีพบใน HuScFv library 1% Agarose gel 
 
 

 
ภาพที่ 19 แสดงแถบ amplicon VH/VHH ท่ีพบใน VH/VHH library 1% Agarose gel 

 
3.2 การทดสอบการแสดงออกของใน Phagemid ในเซลล์แบคทีเรีย (HB 2151 E.coli) 
จากการทดลอง ผู้วิจัยได้นําโคโลนี ในข้อ 3.3 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ จนมีค่าการดูดกลืน ท่ีความยาว คลื่น 600 

nm  (OD600)  ประมาณ 0.5-0.6 จากนั้นทําการเหนี่ยวนําให้มีการแสดงออกแอนติบอดี โดยใช้ 1mM IPTG จากนั้นทําไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศา เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามาปั่นตกตะกอนเซลล์ เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกด้วยการแยกโดยใช้ 
14% acrylamide SDS-PAGE หลังจากนั้นตรวจสอบ การแสดงออกของแอนติบอดีด้วยเทคนิค western blot analysis 
(1:3000 Mouse anti E-tag primary antibodies, 1:5000 Goat anti mouse AP-conjugated secondary antibodies) 
ขนาดของ HuScFv ประมาณ 23-30 kDa ขนาดของ VH/VHH ประมาณ 15-20 kDa 

 
 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 20 แสดงแถบการแสดงออกของ VH/VHH 
 



3.3 การทดสอบความสามารถในการจับระหว่างแอนติบอดีกับ TK โดยใช้เทคนิค Enzyme-linked 
immunosorbent assay และ western binding 

ในการทดลอง ELISA ข้ันตอนแรกเร่ิมจากการตรึง TK ลงใน ELISA plate โดยเจือจางโปรตีน ให้มีความเข้มข้น 2 
μg ใน 100 μl ต่อ well และในส่วนของชุดควบคุมให้ตรึงด้วย bovine serum albumin (BSA) ในความเข้มข้นท่ีเท่ากัน 
นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จนกระทั่ง ELISA plate แห้ง จากนั้นล้างโปรตีนส่วนเกินออก แล้ว 
Blocking ด้วย 3% BSA เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นล้าง BSA ส่วนเกิน แล้วเติม lysate ของ HB 2151  E.coli ท่ีมีการ
แสดงออกของแอนติบอดี (ทํา Normalization ด้วยโปรแกรม digidoc จากผลของ Western blot ) นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศา เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นล้าง lysate ของ HB 2151  E.coli ท่ีมีการแสดงออกของแอนติบอดีส่วนเกินออก 
เตรียม detection complex โดยใช้1:3000 mouse anti E-tag primary antibodies mouse anti E-tag และ 1:5000 
Goat anti mouse HRP-conjugated secondary antibodies วัดท่ีความยาวคลื่น 450 nm 

 
ภาพที่ 21 แสดงผล ELISA ของ HuScFv ต่อ EGFR 

 

 
ภาพที่ 22 แสดงผล ELISA ของ VH/VHH ต่อ EGFR 

 
จากผลการทดลองพบว่า  HuScFv มีความสามารถในการจับกับได้ดีกว่า VH/VHH ประมาณ 5 เท่าเม่ือเปรียบเทียบ

ตัวท่ีมีความสามารถในการจับกับTKท้ังสองกลุ่มการทดลองเปรียบเทียบกับชุดควบคุมแต่อย่างไรก็ตามผู้วิจัยพบว่า
ความสามารถในการจับไม่ได้บ่งบอกความสามารถในการยับย้ังการทํางานของได้  
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3.4 การทดสอบความสามารถของเแอนทิบอดีในการยับยั้งการทํางานของ TK 
   ผู้วิจัยได้ใช้ Kinase Glo Max Assay kit การตรวจสอบการยับย้ังการทํางานของ TK โดยแอนทิบอดีท่ีได้จาก 
Libraries โดยหลักการของ Kinase Glo assay kit จะวัดปริมาณ ATP ท่ีคงเหลือโดยใช้เอนไซม์ Luciferase เป็นตัวบ่งชี้ 
(Chemiluminasecense Indicator) โดยเอนไซม์ดังกล่าวจะใช้ ATP แล้วใช้สัญญาณ Chemiluminasescene ออกมา 
ดังนั้นถ้าเเอนทิบอดีสามารถยับย้ังการทํางานของ TK ได้ สัญญาณ Chemiluminasescense ตํ่า จากภาพท่ี 23 เเสดง
เปอร์เซนต์การยับย้ังการทํางานของ TK โดย VH/VHH (HuScFvท่ีได้จาก library เกิดความความผิดพลาดทางความ
หลากหลายใน library) 
 

 
ภาพท่ี 23 แผนภูมิ แสดงความสามารถในการยับย้ังการทํางาน TK โดย VH/VHH  โดยใช้ Kinase Glo Max assay kit 

 
จากผลการทดลองพบว่า VH/VHH 10, 18, 35 และ 36 มีความสามารถในการยับย้ังการทํางานของ TK เเต่ 55 มี

ความสามารถในการกระตุ้นการทํางานของ TK ได้ดีเม่ือเปรียบเทียบกับ Positive control ผู้วิจัยจึงเลือกท้ัง 5 โคลนนี้มาหา
ลําดับนิวคลีโอไทด์ต่อไปเพ่ือทํานายโครงสร้าง 

เม่ือทราบลําดับนิวคลีโอไทด์แล้วผู้วิจัยได้แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนเม่ือนําไปเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลี
โอไทด์ของมนุษย์โดยใช้ฐานข้อมูลทางด้านอิมมูโนโกบูลิน และพบ VH  ท่ีได้มีความคลา้ยคลึงกับยีนของมนุษย์มากกว่า 85% 
(ภาพท่ี 24) 

 
ภาพท่ี 24 แสดงตัวอย่างลําดับกรดอะมิโนของ VH/VHH 
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3.5 การผลิต  Cell-permeable antibodies 
   จากผลการทดลองข้ันต้นพบว่า แอนทิบอดีจาก VH/VHH library จํานวน 4 โคลน มีความสามารถ ในการยับย้ัง
การทํางานของของ TK เพ่ือประสิทธิภาพในการเข้าเซลล์ ไปสู่โปรตีนเป้าหมายภายในเซลล์ ยีนของแอนทิบอดีถูกเพ่ิมจํานวน
ด้วยไพร์มเมอร์จําเพาะ 
 
F-R9 ScFv-LIC 
 5’ GGT TGG GAA TTG CAA CGT CGT CGT CGT CGT CGT CGT CGT CGT CGT GCG GCC CAG CCG GCC 3’ 
 
 
R-E ScFv-LIC 
5’ GGA GAT GGG AAG TCA TTAA ACG CGG TTC CAG CGG ATC 3’ 

 ขนาดของ  PCR product ท่ีได้ประมาณ 850 bp  หลังจากนั้นชิ้นส่วนยีนถูกทําให้บริสุทธ์ิโดยวิธี  Gel Extraction 
ชิ้นส่วนยีนท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิจะถูกนําเข้าพลาสมิด pLATE52 โดยวิธี Ligation Independent Cloning  pLATE52-
VH/VHH-R9 ถูก Transform เข้าสู่ JM109 E.Coli  เพ่ือทําการ Screen  แบคทีเรียท่ีได้รับ pLATE52-VH/VHH-R9 โดยวิธี 
Colonies PCR หลังจากนั้นนําPositive ท่ีได้มาสกัด Plasmid เพ่ือ Sequencing และ Transform เข้าสู่ Rosettaα(DE3) 
E.Coli สําหรับการตรวจสอบการเเสดงออกของโปรตีน 

 

 
                         
 

ภาพที่ 25 ชิ้นส่วนยีน pLATE52-VH/VHH-R9 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 26  การเเสดงออกของโปรตีนใน pLATE52-VH/VHH-R9 
(1mM IPTG, 37c, 4hr) 

6x His  
T7-Tag

Arg-9 VH/V
H
H E-tag 

Protease cleavage site

N- 

  
C



3.6 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ของโปรตีนลูกผสมนาโนบอดี 
 หลังจากทีผู้วิจัยได้ย้ายยีนท่ีผลิตนาโนบอดี ท่ีสามารถเข้าสู่เซลล์ได้สู่ pLATE52 ท้ัง 5 โคลน พบว่าโคลนที่น่าสนใจคือ 
VH10, VH18, VHH35, VH36 และ VH55 ตามลําดับ  
 การทดลองเริ่มจากการนําโคโลนีของแต่ละโคลนมาเลี้ยงใน 5 mL LB broth + 10 μg/mL Ampicillin นําไปเลี้ยง
ท่ีอุณหภูมิ 37oC ประมาณ 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําเชื้อท่ีได้มาสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัด วัดความเข้มข้นด้วย nanodrop 
spectrometer ท่ีความยาวคลื่น 260 nm โดยไพร์มเมอร์ท่ีใช้ในการหาลําดับนิวคลีโอไทด์คือ LIC-FW และ  LIC-RW  

 

 
ภาพที่ 27 แผนภาพแสดงลําดับนวิคลีโอไทด์ของโปรตีนลูกผสมนาโนบอดี VH18, VHH35, VH36, และ VH36 (6xHis; 

6xHistidine tag, WELQ; Protease cleavage site, FR;Framework, CDR;Complementarity Determining Region) 



  ผลการทดลองท่ีได้จะถูกวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม Clustal W2 ในการเปรียบเทียบความแตกต่างของโปรตีน
ลูกผสมนาโนบอดี จากภาพท่ี 18 พบว่า 6xHis tag ได้ถูกเติมท่ีปลาย N เพ่ือใช้ในการทําให้บริสุทธ์ิ ตามด้วย T7 tag บริเวณ
ตัดของเอนไซม์โปรตีเอส และArg-9 (Cell-penetrating peptide) สําหรับการนําของโปรตีนลูกผสมนาโนบอดีเข้าสู่เซลล์ 
ส่วนในบริเวณปลาย C ยังคงมีลําดับกรดอะมิโนอนุรักษ์ของ E-tag ในส่วนของโครงสร้างหลักนั้นพบว่าบริเวณท่ีเป็นบริเวณ
กรดอะมิโนอนุรักษ์ของนาโนบอดีตามธรรมชาติยังคงอยู่ ซ่ึงจะอยู่ในส่วนของ  FR-1-FR-4 ในส่วนบริเวณท่ีมีความหลากหลาย
ของกรดอะมิโนนั้นพบว่าจะอยู่ในช่วง CDR-3 ของโปรตีนลูกผสมนาโนบอดี แต่อย่างไรก็ตามพบว่าโปรตีนลูกผสมนาโนบอดี 
VH18, VH55 มีความคล้ายคลึงในส่วนของลําดับกรดอะมิโน >95%  
 

3.7 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในผลิตโปรตีนลูกผสมนาโนบอดี 
 
 เพ่ือทําการผลิตโปรตีนลูกผสมนาโนบอดีในปริมาณมากพอสําหรับทําการทดลองในข้ันต่อไป ผู้วิจัยได้เริ่มจาการหา
สภาวะที่เหมาะในเหนี่ยวให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนล ูกผสมนาโนบอดีในแบคทีเรีย ชนิด E.coli สายพันธ์ุ Rosetta 
เริ่มต้นการทดลองผู้วิจัยได้เลี้ยงแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดของนาโนบอดีลงบนอาหารแข็งเพ่ือให้ได้โคโลนีเด่ียว หลังจากนั้นนําไป
เลี้ยงต่อในอาหารเหลวเป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้น เติม 1%ของเชื้อดังกล่าวลงในอาหารเหลว เลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 370c  
ประมาณ 3 ชั่วโมง หรือจนกระท่ัง  OD600≈0.5-0.6 จากนั้นทําการเหนี่ยวนําให้มีการผลิตโปรตีนโดยการเติม IPTG โดยให้มี
ความเข้มข้นสุดท้ายท่ี 0.5 mmol/L  แล้วนําไปเลี้ยงต่อท่ีอุณหภูมิ 370c เป็นเวลา  3 ชั่วโมง ทําการเก็บตะกอนเซลล์โดย

เครื่องปั่นเหวี่ยง ทําการแตกเซลล์โดยใช้คลื่นเสียงท่ี 25% นําไปปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนเซลล์อีกครั้ง เก็บส่วนใสและตะกอนมา
แยกโดยวิธี SDS-PAGE 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

ภาพท่ี 28 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมนาโนบอดี VH10 และ VH18 ใน
สภาวะที่ถูกเหนี่ยวนําด้วย 0.5 mmol/L IPTG ท่ีอุณหภูมิ 37oc 

 
 
 



ภาพท่ี 29 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมนาโนบอดี VHH35 และ VH 36 ในสภาวะที่ถูกเหนี่ยวนํา
ด้วย 0.5 mmol/L IPTG ท่ีอุณหภูมิ 37oc 

ตารางท่ี 1 ตารางแสดงนํ้าหนักโมกุล จํานวนกรดอะมิโน น้ําหนักโมเลกุล และค่า pI ของโปรตีนลูกผสมนา
โนบอดี 

Sample aa. MW pI 
VH10 296 32 9.36 
VH18 184 20 9.73 
VHH35 173 19 9.10 
VH36 171 18 10 
VH55 184 20 9.73 

 
 

ผลการการทดลองพบว่าการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมนาโนบอดีมันจะแสดงออกในรูปแบบท่ีไม่ละลายน้ํา
มากกว่าในสภาวะท่ีถูเหนี่ยวนําด้วย 0.5 mmol/L IPTG ท่ีอุณหภูมิ 37oc  โดยเฉพาะอย่างย่ิงโปรตีนลูกผสม VHH 35 ซ่ึงมีการ
แสดงออกมากเม่ือเปรียบเทียบกับโคลนอ่ืนในสภาวะเดียวกัน เนื่องความเหมือนกันของโปรตีนลูกผสมนาโนบอดี VH18 และ 
VH55 ผู้วิจัยจึงได้เลือกทําเฉพาะโคลน VH18 ในส่วนของ VH10 ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลมากว่าโคลนอื่นเนื่องจาก VH10 มี
โครงสร้างท้ังในสว่นของ Heavy chain (VH) และ Light chain ของ variable domain หรือเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า แอนทอบอ
ดีสายเด่ียว (Single-Chain Fragment Variable domain; ScFv) จึงมีน้ําหนักมากว่าโคลนอ่ืน น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน
ลูกผสมนาโนบอดีแต่ละโคลนสามารถเปรียบได้จากตารางท่ี 1 

 
3.8 การม้วนพบโปรตีนลูกผสมนาโนบอดี (Protein Refolding)   

หลังจากที่ได้ Denatured protein หรือ Solubilized Protein จากกระบวนผลิตโปรตีนจากเเบคทีเรีย หลังจากนั้น
นํามาทําให้เข้มข้นโดยใช้   3kDa cut off amicon ให้มีปริมาตรเหลือประมาณ  500 μL เเละกําหนดความเข้มข้นโดย   



Bradford assay   หลังจากนั้นนําไปเจือจางใน Refolding Buffer   โดยอาศัยหลักการ ลดความเข้มข้นของสารที่ทําให้
โปรตีนเสียสภาพ ซ่ึงในการทดลองน้ีผู้วิจัยใช้ Urea ท่ีมีความเข้มขัน 8 mol/L โดอาศัยการเจือจาง (Dilution Refolding )  
เเบบ Drop to Drop ใน Refolding buffer ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายของโปรตีนเท่ากับ 0.1 mg/mL นํามาท่ีอุณหภูมิ 40c 
เป็นเวลา 1  ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามากรองด้วย 0.22μm nitrocellulose filter   สุดท้ายเปลี่ยนเป็นบัฟเฟอร์ท่ีเหมาะสมใน
การทําการทดลองต่อไป 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 30 12% SDS-PAGE เเสดงเเถบโปรตีนนาโนบอดีย้อมด้วย comassie blue 
 

3.9 การทดสอบความสามารถในการจับกันของนาโนบอดีกับโปรตีน  EFGR  
   เพ่ือทดสอบความสามารถของ Nanobody  ท้ัง  5  โคลน ผู้วิจัยได้ใช้วิธี  Western blot binding  โดยเริ่มจาก
การเตรียม  โปรตีนลูกผสม ไคเนสโดเมน ของ EGFR  ท่ีผ่านการ Refold ) ≈ 40kDa  (ให้มีความเข้มข้น 20 μ g/mL  นําไป
เเยกผ่านกระบวนการอิเร็คโตรโฟริซิส เเละย้ายลงสู่ NC membrane    หลังจากนั้นนํา NC membrane ท่ีผ่านกรระบวนการ 
Blot มาตัดเป็นเเท่ง ต่อมานําไป  Blocking ด้วย Blocking buffer  ท่ีอุณหภูมิ  370c  เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เเล้วนําบ่มกับ cell 
lysate ของเเบคทีเรียท่ีมีการผลิตนาโนบอดีในเเต่ละโคลน ท่ีอุณหภูมิ  370c  เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการติดตาม

ด้วย กระบวนการ western bloting (1:3000 Mouse anti His-tag primary antibodies, 1:5000 Goat anti mouse AP-
conjugated secondary antibodies)  สับเสตรทท่ีใช้ คือ BCIP/NBT  
 



 
ภาพที่ 31 Western blot binding strip 

 
3.10 การทดสอบความสามารถในการจับกันของนาโนบอดีกับโปรตีน EGFR กับเซลล์มะเร็ง 

 เพ่ือทดสอบความสามารถของ Refolded nanobody กับโปรตีนในสภาวะจริงภายในเซลล์มะเร็ง การทดลองเริ่ม
จากการเลี้ยงเซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ท่ีมีส่วนผสมของ 10% Fetal Bovine Serum 
(FBS) 100U penicillin-streptomycin ท่ีอุณหภูมิ 37 OC, 5%CO2 ในฟลาสก์ T75 cm2 จนกระท่ังเซลล์เจริญเติบโต 90% 
ของพ้ืนท่ีฟลาสก์ ผู้วิจัยได้ทําการย่อยเซลล์ (trypsinization) โดยใช้  0.25% trypsin/EDTA solution ปั่นเเยกตะกอนเเล้วส
กัดโปรตีนออกจากเซลล์โดยใช้  Extraction buffer จากนั้นทําการเเยกด้วย SDS-PAGE   และ Western blotting โดยใช้ 
Refolded Nanobody  5 โคลน (1:3000 Mouse anti His-tag primary antibodies, 1:5000 Goat anti mouse AP-
conjugated secondary antibodies)  สับเสตรทท่ีใช้ คือ BCIP/NBT 
 
 
  
   
 
 
 
 
 

ภาพที่ 32 นาโนบอดีสามารถจับกับ  EGFR ในเซลล์มะเร็งชนิด A549 
 



3.11 การเล้ียงเซลล์มะเร็ง 
 การทดลองเริ่มต้นจากเซลล์มะเร็งปอดชนิด non-small cell lung cancer cell (A549) ถูกนํามาเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) โดยมีเติม 10% Fetal Bovine Serum (FBS) เเละ 
100U/mL Penicillin/Streptomycin เซลล์ถูกเลี้ยงในตู้บ่นท่ีมีการควบคุมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ )CO2 Incubator( ท่ี
อุณหภูมิ 37 oC, 5%CO2 เซลล์ถูกเลี้ยงใน T25 cm3 cell culture flask จนกระทั่งเซลล์เเผ่กระจายตัวจนท่ัวฟลาสก์ (90% 
confluence) ใช้เวลาประมาณ 3-7 วัน หลังจากนั้นเซลล์จะถูก Sub-culture โดยการ Trypsinize ด้วย 10x Trypsin/EDTA 
solution หลังจากนั้น trypsinized cells จะถูกทําให้เป็นเซลล์เด่ียวก่อนท่ีจะนําไปเลี้ยงต่อใน T75cm3 cell culture flask 
เซลล์ถูกเลี้ยงต่อในสภาวะท่ีเหมาะสมตามท่ีกล่าวข้างต้น ประมาณ 3-5 วัน เซลล์จะพร้อมสําหรับทําการทดลองในชั้นต่อไป 
 

3.12 กําหนดค่า IC50 โดย Cell-based Experiment 
  การทดลองเริ่มต้นการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งชนิด A549, HepG2 และ MCF-7 จํานวน 5x103 เซลล์ ต่อ well ใน 
96-well plate ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด complete DMEM (10%FBS, 100U/mL penicillin/streptomycin) จากนั้น
นําไปบ่นในสภาวะท่ีเหมาะสม )ท่ีอุณหภูมิ 37 oC, 5%CO2  (เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้นเซลล์จะถูกเปล่ียนเป็นอาหาร
ท่ีมีส่วนผสมของนาโนบอดีท่ีมีความเข้มข้นตามท่ีกําหนดไว้ (100nM, 50nM, 25nM, 12.5nM, 6.25nM, 3.125nM, 1.5nM, 
0.75nM, 0.3125nM) ทุกความเข้มข้นของนาโนบอดีเเต่ละตัวจะถูกเจือจางใน Serum-free DMEM (SFM) ในส่วนของชุด
ควบคุมนั้น ผู้จัยได้ใช้ Phosphate Buffer Saline (PBS) เป็น Blank สําหรับการทดลองน้ี เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถของ
นาโนบอดีกับยารักษามะเร็งท่ีใช้ในปัจจุบัน ในการทดลองนี้ผู้วิจัยเลือก Erlotinib (Tarceva) (100μM, 50μM, 25μM, 
12.5μM, 6.25μM, 3.125μM, 1.5μM, 0.75μM, 0.3125μM) เป็นตัวยาท่ีมุ่งเป้าในการรักษามะเร็งปอดท่ีมีการเเสดงออก
ของ EGFR โดยในชุดการทดลองน้ีได้ใช้ DMSO เป็น Blank เป็นชุดควบคุม โดยกําหนดให้มีความเข้มข้นไม่เกิน 0.1%DMSO 
ในเเต่ละ well หลังจากที่บ่มเซลล์กับนาโนบอดีเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ให้ดูดอาหารเก่าท้ิงเเล้วเติมด้วย Complete DMEM ท่ีมี
ส่วนผสมของสารละลาย MTT โดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายอยุ่ท่ี 0.5mg/mL นําไปบ่มต่อท่ีตู้ CO2 Incubator เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง หลังจากนั้นจะสังเกตเหนว่าเกิดผลึกสีม่วงท่ีบริเวณด้านล่างของ well เนื่องจากเซลล์ท่ียังมีชีวิต (Cell viability)จะ
สามารถเปลี่ยน MTT เป็นผลึก Formazan ซ่ึงเป็นผลึกสีม่วงไม่ละลายน้ํา ซ่ึงเกิดจากการใช้เอนไซม์ mitochondria 
reductase เป็นตัวบ่งชี้ว่าเซลล์ยังมีชีวิตอยู่ จากนั้น เติม DMSO 50 μL เเล้วนําไปวัดค่าความดูดกลืนเเสงท่ีความยาวคลื่น 
570 nm  นําค่าท่ีได้มาคํานวนหา %viability โดยใช้สูตร 
 

%��������	���� = ( ��	�������	����
��	���������	����) × ��� 

สุดท้ายกําหนดค่า IC50 จาก Graphpad Prism 6.0 

 



 
ภาพที่ 33 กราฟแสดงค่าความสามารถในการยับย้ัง (IC50) ของนาโนบอดี 

 

ภาพที่ 34 กราฟแสดงค่าความสามารถในการยับย้ัง (IC50) ของ Erlotinib 
 

3.13 การทดสอบความสามารถในการเข้าเซลล์ (Cell penetrating) โดยใช้กล้องฟลูออเรสเซนต์แบบตัดเฉือน 
(Confocal fluorescence microscope)  
  เซลล์ถูกเลี้ยงในโตบนแผ่นสไลด์ใน 24 well plate  เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ใน complete DMEM ท่ีสภาวะท่ี
เหมาะสม (5%CO2, 37OC) หลังจากดูดอาหารเก่าท้ิงและเลี้ยงเซลล์ต่อด้วย SFM เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง เม่ือครบ
กําหนดเวลาเซลล์จะถูกล้าง 1XPBS ท่ีอุ่น ก่อนท่ีจะบ่มด้วย 40 μg นาโนบอดีใน SFM เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นล้างนา
โนบอดีส่วนเกินออกด้วย 1XPBS ท่ีเย็นจัด หลังจากนั้นเซลล์จะถูกตรึง (Fixation) ด้วย 100% methanol ท่ีเย็นจัด เป็นเวลา  
5 นาที ท่ีอุณหภูมิ -20 OC  ล้าง methanol ส่วนเกินด้วย 1XPBS ท่ีเย็นจัด หลังจากนั้น permeabilize เซลล์ด้วย 1% Trion 
X-100 เป็นเวลา 15 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นเติม  200 μl Blocking buffer (PBST-0.1%, 1%BSA, 0.3M Glycine, 
10%FBS) บ่มต่อเป็นเวลา 1  ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ  4 OC  หลังจากนั้นล้างด้วย 1XPBS ท่ีเย็นจัด และบ่มด้วย primary 
antibody (Mouse anti-Histidine tag) อัตราส่วน (1:1000) ใน 1XPBS  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และ secondary antibody 
(Goat anti-mouse Alexa flour 488) อัตราส่วน (1:1000) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง สุดท้ายเซลล์ถูกย้อมด้วย DAPI  ก่อนนําไป
ตรวจสอบด้วยกล้องฟลูออเรสเซนต์แบบตัดเฉือน 



 
ภาพท่ี 35 ภาพจากกล้องฟลูเรสเซนต์แบบตัดเฉือนของนาโนบอดี No. 18 แสดงให้เห็นว่านาโนบอดีสามารถเข้าสู่เซลล์ได้ 
ภาพซ้าย การย้อมเซลล์ด้วย DAPI, ภาพกลาง Alexa flour 488, ภาพขวา DAPI และ Alexa flour 488 
 
   3.14 การทดสอบความสามารถของนาโนบอดีในการยับยั้งการเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็ง 
 เซลล์ (5x105cell/well) ถูกเลี้ยงใน 24 well plate เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง โดยสังเกตให้เซลล์เจริญเติบโตจนเต็ม
ประมาณ 90 % ของพ้ืนท่ี หลังจากนั้นเลี้ยงด้วย SFM เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ล้างเซลล์ด้วย 1XPBS  เติม  10 nM ของนาโนบอ
ดีในแต่ละโคลนซ่ึงเตรียมใน SFM ลงไปบ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมงท่ีสภาวะที่เหมาะสม ในตู้ CO2 Incubator หลังจากนั้นนําเซลล์
มาล้างด้วย 1XPBS  เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของนาโนบอดี 100 ng/mL Epidermal Growth Factor (EGF) ใน SFM เป็น
เวลา 15 นาทีท่ีสภาวะที่เหมาะสม ในตู้ CO2 Incubator หลังจากนั้นดูดอาหารท้ิง ใช้ ทิป 200 μL ขีดบน monolayer ให้
เป็นรอยตามยาว จากนั้นเลี้ยงเซลล์ท่ีหลุดออกด้วย 1XPBS แล้วเลี้ยงเซลล์ต่อด้วย  complete DMEM  การเคล่ือนท่ีของ
เซลล์จะถูกเก็บภาพทุก 3, 6,12 ชั่วโมง ระยะทางในการเคลื่อนท่ีจะถูกกําหนดโดน ImageJ software  เพ่ือนํามาคํานวณหา
ดัชนีในการเคล่ือนท่ี (Migration Index, MI) MI = (1-(ระยะทางในการเคลื่อนท่ีท่ีชั่วโมงใดๆ/ระยะในการเคลื่อนท่ีท่ีชั่วโมงท่ี 
0)) *100 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 36 แผนภูมิแท่งแสดงดัชนีการเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็งเม่ือถูกรักษาด้วยนาโนบอดีเปรียบเทียบกับยาต้านมะเร็ง
(Erlotinib) โดยกําหนดให้ EGF-treated cell  เป็นชุดควบคุม 
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ภาพท่ี 37  ภาพแสดงการเคลื่อนท่ีของเซลล์มะเร็งเม่ือถูกรักษาด้วยนาโนบอดีเปรียบเทียบกับยาต้านมะเร็ง (Erlotinib) โดย
กําหนดให้ EGR-treated cell  เป็นชุดควบคุม 
 
สรุปผลการทดลอง 
 จากผลการทดลองพบว่าผู้วิจัยได้ใช้คอมพิวเตอร์ในการศึกษาการจบักันระหว่างไทโรซีนไคเนสโดเมนของ EGFR เพ่ือ
กระตุ้นให้ทํางาน และการจับกับเปปไทด์ MIG6 เพ่ือยับย้ังการทํางานของไทโรซีนไคเนส  นอกจากน้ีได้คัดเลือกนาโนบอดีท่ี
จําเพาะกับไทโรซียไคเนสของ EGFR ผ่านกระบวนการท่ีเรียกว่า Biopanning หลังจากนั้นได้ทําการทดสอบคุณสมบัติในการ
จับกับโปรตีนเป้าหมายโดยใช้เทคนิค ELISA พบว่ามี นาโนบอดีโคลนที่ 10, 18, 35, 36, 55 ท่ีมีความสามารถในการจับกับ
โปรตีนเป้าหมายได้ดี รวมท้ังยังมีความสามารถในการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของโปรตีนไทโรซีนไคเนสได้อีกด้วยเพ่ือเพ่ิม
ความสามารถในการเข้าเซลล์ผู้วิจัยได้เพ่ิม Arg-9 ท่ี N-terminal ของนาโนบอดี ผลจากกล้องฟลูออเรสเซนต์แบบตัดเฉือน
พบว่า นาโนบอดีท่ีมี  Arg-9 มีความสามารถในการเข้าเซลล์ รวมท้ังยังมีความสามรถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 อย่างจําเพาะเจาะจง โดยมีค่า IC50 อยู่ในระดับ nM ซ่ึงดีกว่าค่า IC50 ขอยาต้านมะเร็งท่ีใช้อยู่ใน
ปัจจุบัน มากไปกว่านั้นนาโนบอดียังมีความสามารถในการยับย้ังการเคลื่อนท่ีของเซลล์อีกด้วย 
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a  b  s  t  r  a  c  t

Abnormal  activation  of  EGFR  is  associated  with  human  cancer,  and  thus  it is  a key  target  for  inhibition
in  cancer  therapy.  There  is evidence  suggesting  that  the  activation  mechanism  of EGFR  is  based  upon
the  formation  of  the  asymmetric  dimer  of  the  kinase  domains.  Here,  we  performed  MD  simulations  on
the  asymmetric  dimer  for both  active  and  inactive  conformations  of EGFR  kinase  domain  to  investigate
flexibility  and  intrinsic  motions  of  the proteins.  Simulations  of  the  active  conformation  showed  that
the  formation  of  the  asymmetric  dimer  changes  the  dynamics  of  EGFR  kinase  domain  by  suppressing
fluctuation  of  the  protein  and  altering  the  direction  of  motion  of  the  protein.  In  contrast,  the  asymmetric
dimerization  of  the  inactive  conformation  does  not  alter  the  overall  fluctuation  of  the  kinase  domain
and  does  not  initiate  destabilizing  of  the  inactive  structure.  We  also investigated  the  intermolecular
interactions  in  the EGFR  asymmetric  dimers  and  found  that  in  the  active  conformation  the interactions
are  dominated  by  loop–loop  contacts  rather  than  those  from  the helix–helix  interactions.  In  contrast,
helix–helix  interaction  seemed  to be more  significant  for  the  inactive  kinase  structure.  This  work  helps
us  to better  understand  the  conformational  flexibility  and dynamics  of the  EGFR  kinase  domain,  as well
as provides  information  that  may  be useful  to  develop  newer  classes  of inhibitors  that  can  block  allosteric
sites  rather  than  the  more  traditional  catalytic  site.

© 2015  Elsevier  Inc.  All  rights  reserved.

1. Introduction

Epidermal growth factor receptor (EGFR) is a transmembrane
glycoprotein receptor tyrosine kinase that plays crucial roles in cel-
lular responses to environments mediated by its natural ligands and
growth factors. Aberrant activation or mutations of EGFR can pro-
mote tumor cell growth and survival of non-small cell lung cancer
(NSCLC) as well as other types of cancer, e.g. liver, stomach, colo-
rectal, breast and esophageal cancer [1,2]. Much effort on cancer
research has been focused on designing drugs that inhibit EGFR
activity [3]. EGFR can be divided into three structural domains:
(i) an extracellular ligand-binding domain, (ii) a single transmem-
brane segment, and (iii) an intracellular tyrosine kinase domain
flanked by a juxtamembrane (JM) and an extended C-terminal tail
(CT) segments [4]. It is known that ligand-induced dimerization
of the extracellular domain results in the activation of the kinase

∗ Corresponding author at: Department of Biochemistry, Faculty of Science, Kaset-
sart University, Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand. Tel.: +66 2 5625555x2051;
fax: +66 2 5614627.

E-mail address: fsciktc@ku.ac.th (K. Choowongkomon).

domain, catalyzing the !-phosphate transfer reaction from ATP to
the conserved tyrosine residue at its C-terminal tail [5,6]. Since
autophosphorylations at the C-terminal tail initiates several down-
stream signaling pathways [6]. As a result, EGFR kinase activity
requires careful regulation.

Numerous crystal structures of the human EGFR kinase domain
revealed the characteristics common to almost all protein kinases
in that it is comprised of two lobes: (i) a smaller N-terminal lobe
consisting mainly of "-strands with a single large #C helix; and
(ii) a larger C-terminal lobe, which is almost exclusively #-helical
with a long activation (A) loop. The ATP-binding site is located
at the hinge region between two  lobes, and thus motions of the
lobes can determine dynamics of the active site of the enzyme
(Fig. 1). Among the known crystal structures, it has been observed
that the EGFR kinase domain exhibits at least two fundamentally
different conformations. One adopts a catalytically active confor-
mation in the presence of the anti-cancer drug erlotinib [7], and
the other form is in an autoinhibited/inactive conformation bound
to the drug lapatinib [8]. The pronounced structural features of the
active conformation compared to that in the inactive one include:
(i) orientation of the #C helix closer to the active site, resulting
in the salt bridge formation of E738 on the helix and K721 on the

http://dx.doi.org/10.1016/j.jmgm.2015.03.002
1093-3263/© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Fig. 1. Structural models for the monomers (A) and asymmetric dimers (B) of active and inactive EGFR kinase domain. The monomeric kinase domain with JM and CT
segments are colored according to their structural regions; N-lobe "-strands, green; C-lobe #-helices, blue; #C-helix, red; activation loop, magenta. The K721–E738 and
E738–K836 salt bridges are indicated in cyan dashed lines.

"5-strand, which is essential for stabilizing the proper position of
the ATP phosphates, and (ii) extension of the A loop away from
the active site, which allows accessibility of a peptide substrate to
the binding site. By contrast, the outward displacement of the #C
helix coupled to the closed conformation of the A loop observed in
the inactive conformation sterically hinder the substrate binding
(Fig. 1A).

Knowledge of the autoinhibition, activation and feedback
inhibition mechanisms of the EGFR kinase domain has been
significantly advanced in recent years. It is thought that EGFR
kinase domain is intrinsically autoinhibited, and its intermolec-
ular interactions promote the kinase activation. Recent studies
have demonstrated that activation of EGFR kinase results from the
asymmetric dimer formation, in which the C-lobe of one kinase
(so-called activator) interacts with the N-lobe of the other (so-
called receiver), eventually leading to activation of the latter which
is in the active-like conformation [9–11]. When the asymmet-
ric dimer interface is disrupted, either by point mutations at the
dimer interface, e.g. V924R of the activator and I682Q of the
receiver, or by binding of cytoplasmic protein Mig6, that there is an
intracellular negative feedback EGFR inhibitor, the kinase domain
possess a low level of basal activity toward substrate peptides
[9,10]. The crystal structure of Mig6-bound EGFR kinase domain

also demonstrated that the kinase structure adopts the autoinhib-
ited/inactive conformation and Mig6 binds to the C-lobe of the
kinase domain in which it contributes to EGFR inhibition through
blocking the asymmetric dimer interface [10], emphasizing the
important role of the asymmetric dimer formation in EGFR activa-
tion as well as a particularly intriguing perspective for the receptor
inhibition.

A noticeable observation on the role of the asymmetric dimer
in EGFR activation is that one crystal structure of EGFR and HER4
with their well-resolved juxtamembrane (JM) segment exhibits
the inactive conformation but still possess the ability to form an
asymmetric dimer that resembles the dimer of the active confor-
mation [12,13]. Crystallographic analyses demonstrated that the
C-terminal portion of the JM segment provides an additional inter-
action for the receiver to interact with the C-lobe of the activator
in the context of the asymmetric dimer, and such interaction plays
a critical role in stabilizing the dimerization. It could be hypothe-
sized that the capability of the C-terminal portion of JM segment
to dimerize kinase molecules even though they are in the inactive
conformation might be essential for an early step of the receptor
activation when two  kinase molecules with inactive conformation
are brought in the vicinity of each other and then interact in the
context of the asymmetric dimer [14].
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Protein conformations are actually expressed as a solution
ensemble that is more dynamic rather than the single static snap-
shot of the actual state provided by crystallographic experiments,
and thus it is limiting a broader understanding of the protein
dynamics. Moreover, crystal contacts may  stabilize non-native con-
formational states and thus introduce artifacts that may  lead to
inaccurate interpretations. Molecular dynamics (MD) simulation
are an ideal method for analyzing conformational flexibility of
protein molecules. The technique has been successfully used to
study several biological systems, e.g. protein–protein, protein–lipid
and protein–ligand interactions at the atomic-level detail. Sev-
eral MD  simulations have previously been applied for studying
EGFR kinase domain and other family members in several con-
texts including the enzyme–drug interactions [15–19] and protein
conformational studies [20–26] as well as the membrane-bound
full length receptor [27]. In this study, we performed 100-ns MD
simulations followed by principal component analysis (PCA) on
the asymmetric dimer of both active and inactive conformations
of EGFR kinase domain to investigate the structural flexibility and
intrinsic motions of each kinase molecule in the dimers. We  also
investigated intermolecular interactions at the dimer interfaces
and compared such interactions to those of the Mig6–EGFR com-
plex observed in the crystal structure. Information gained from our
simulations can give insights into better understanding in con-
formational flexibility and dynamics of EGFR in the context of
the asymmetric dimer, as well as provide useful information for
further development of a new class of inhibitors that will block
the allosteric sites rather than targeting the catalytic sites of the
enzyme.

2. Computational methods

2.1. Structural preparation

The atomic coordinates of human EGFR kinase domain deter-
mined for both active and inactive conformations were obtained
from the Protein Data Bank (PDB). Missing and disordered residues
in the retrieved structures were examined using Swiss-PDB-Viewer
v4.1 [28]. The program was  also used to reconstruct missing atoms
of side chains and remove alternative conformations of some
residues. The PDB codes that were used to create a crystallographic
ensemble of human EGFR kinase domain include the active con-
formation as follows: 1M14, 1M17, 2GS6, 3VJO, 2GS2, 2ITW, 2ITX,
2J5F, 2J5E, 2J6M, 2ITY, 2ITN, 2ITV, 4I23 and inactive conformations:
3POZ, 2RGP, 3BEL, 1XKK, 2RF9, 3GOP, 2GS7, 3GT8, 3LZB, 4I22, 4I24.
All of which the residues before L683 and after L955 were removed
to reduce complexities. The residues from L683 to L955 are respon-
sible for the actual kinase domain of human EGFR. Missing residues
in those retrieved crystal structures were subsequently constructed
using MODELLER 9v8 [29] offered by the ModLoop web server [30].

The MODELLER program was also used to construct the EGFR
models in our study which include the C-terminal portion of JM
(from G672 to I682), actual kinase domain (from L683 to L955), and
extended CT segments (from V956 to I994). To construct the model
of the active conformation, the PDB codes 1M17 and 2GS6 were
used as the templates whereas 1XKK, 2GS7 and 2R4B (the crystal
structure of human HER4) were used to construct that of the inac-
tive conformation. Since evidence suggested that the JM and CT
segments are essential for protein dynamics of the kinase domain,
and biophysical studies showed that the deletion of these two  seg-
ments significantly reduce the ability of EGFR kinase to form an
asymmetric dimer [11,12,22]. For this reason, the 2GS6, 1XKK and
2GS7 were used to spatially restrain an orientation of the CT seg-
ments that should interact with both the C-lobe (via V956–P968)
and the N-lobe (via E980–I994) of the kinase domain. Note that

the extended CT segment in the 1M17 distantly extends away from
and loses any interaction with the kinase domain [7]. On  the other
hand, 2R4B was  used to model the residues G672–N676 of the JM
segment and residues E848–G850 of the A loop in the inactive con-
formation of EGFR kinase domain since those residues are not well
resolved in all of the inactive EGFR structures. The stereochemical
qualities of the resultant models were assessed using PROCHECK
v3.5 [31].

A model of the asymmetric dimer of EGFR kinase domain for
both active and inactive conformations was  constructed accord-
ing to the study of Zhang et al. [9] using the PDB codes 2GS6 and
2R4B as templates, respectively. A model of two EGFR monomers
was created by removing the activator molecules from the dimeric
models, and therefore they correspond to the receiver in the
asymmetric dimer. We  note that each molecule in our models is
referred to here as the receiveract, activatoract, monomeract and the
receiverina, activatorina, monomerina for simulation of the active
and inactive models, respectively. Prior to an MD  simulation, the
N- and C-termini of each amino acid chain were capped with the
acetyl and amino groups, respectively, to give the neutral charged
ends and mimic  the full-length protein in which additional amino
acids would be present. The GROMOS96-53A6 force field [32] was
applied to all protein structures in simulated systems and the
ionization state of amino acid residues was set according to the
standard protocol. The SPC water model [33] was used for the sol-
vent.

2.2. Molecular dynamics simulation

MD simulations for all EGFR models were carried out using
explicit-solvent periodic boundary conditions using GROMACS v4.5
[34,35]. Each model was  solvated in a rectangular box keeping a
distance of 1.2 nm between the solutes and the sides of the solvent
box. Each of the solvated systems was  neutralized by adding enough
sodium and chloride ions to give a concentration of 100 mM.  All of
the solvated systems were then energy-minimized using the steep-
est descent algorithm either until the maximum force was lower
than 1000 kJ/mol/nm on any atom or until additional steps result in
a potential energy change of less than 1 kJ/mol. All simulation sys-
tems were first equilibrated in three phases with position restraint
(the force constant of 1000 kJ/mol/nm) applied to all heavy atoms
of the proteins, allowing H atoms, and solvent and ion molecules to
freely move. The first step was conducted under NVT conditions
at 300 K of temperature using the modified Berendsen (velocity
rescaling) thermostat [36,37]. The following step was conducted
under NPT conditions at 1 bar of pressure using Parrinello–Rahman
barostat [38,39]. In the last step, Nosé–Hoover thermostat was
applied because it generates a correct kinetic ensemble and allows
for fluctuations that produce more natural dynamics [40,41]. After
equilibration, any position restraint of all heavy atoms in proteins
was removed. The full dynamics production was  subsequently per-
formed under the NPT condition at 300 K and 1 bar of the system.

For all dynamics procedures, hydrogen bond lengths were con-
strained using LINCS algorithm which allows for a 2.0 fs-time step
[42]. A cut-off distance for the short-range neighbor list was set to
1.0 and 1.4 nm for the electrostatic and van der Waals interactions,
respectively. Long-range electrostatic interactions are approxi-
mated using the Particle Mesh Ewald (PME) method [43,44]. The
atomic coordinates were recorded every 10 ps for the data collec-
tion.

2.3. Trajectory analysis

MD trajectories were analyzed using utilities in the GRO-
MACS suite [45] that includes the backbone root mean square
deviation, root mean square fluctuation, atomic distances and
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residue contacts. Changes in secondary structure content during
the simulations were assessed using DSSP [46]. An analysis of inter-
molecular interaction in the dimeric models (receiver vs. activator)
includes interaction energies, hydrogen bonds and hydropho-
bic contacts. Hydrogen bonding is defined following the default
values that are (i) donor–acceptor distance ≤0.35 nm,  and (ii)
acceptor–donor–hydrogen angle ≤30◦. The Protein Interaction Cal-
culator (PIC) web server [47] was used to determine hydrophobic
interactions, by which each of the 100 dimeric structures extracted
from the last 50 ns of simulation time was submitted one-by-one
to the server. Hydrophobic interactions are identified using a dis-
tance cut-off of 0.5 nm between non-polar groups in the non-polar
side chains of amino acid residues. It should be noted that no
aromatic–aromatic, aromatic–sulfur and cation–$ interaction was
observed at the interface of both EGFR dimeric models. The Grace
v5.1 [48] was used to plot the 2D data and the 3D images were
created and rendered with PyMOL v1.3 [49].

2.4. Principal component analysis

The protein ensembles include (i) a set of twenty-five crystal
structures of human EGFR kinase domain (as mentioned above)
and (ii) six separate MD  sets that differ in terms of both molecule
type (monomer, receiver and activator) and protein conforma-
tion (active and inactive) of 5000 structures, which were extracted
from the last 50 ns of simulation. Each protein ensemble was  sep-
arately subjected to performing a principal component analysis
(PCA) using the GROMACS utilities [45]. Mass-weighted covariance
matrices were constructed based on backbone fluctuations from
their average position after least-squares fitting to remove over-
all rotational and translational motions. Diagonalization of each
covariance matrix then produced a set of eigenvectors and corre-
sponding eigenvalues, which represent the direction and amplitude
of a motion, respectively. Eigenvectors were subsequently ranked
by decreasing eigenvalues, and such that the first eigenvector,
which is also referred to as the first principal component (PC1),
represents the largest contribution to the total fluctuation of the
protein [50,51]. A motion represented by each PC was  visualized
by projecting the structures from ensembles (or trajectories) onto
each eigenvector of interest and then transforming them back into
atomic coordinates. Two extreme projections along that eigenvec-
tor were then be interpolated to create an illustration using PyMOL
v1.3 [49].

3. Results and discussion

We  used a homology-based approach to construct 3D mod-
els for both active and inactive conformations of the entire EGFR
kinase with its flanked JM and extended CT segments (the residues
G672 to I994). Our homology models were stereochemically eval-
uated according to Ramachandran plots. No residue is located in
disallowed region of the plot for both active and inactive models,
and more than 90% of the residues are in most favored regions
(data not shown) suggesting the reliability of our resultant mod-
els. The structural model for the EGFR asymmetric dimer of both
active and inactive conformations were then constructed accord-
ing to the study of Zhang et al. [9] (Fig. 1B). It should be noted that
although the relative orientation between receiver and activator
in both dimeric models seems identical, the interface area of the
active model was slightly larger than that of the inactive one (i.e.
10.4 vs. 9.6 nm2, respectively) as estimated from PDBePISA server
[52].

The 100-ns MD  simulations were carried out on the asymmet-
ric dimers as well as their separate monomer to investigate how
dimerization affects the flexibility and dynamics of the EGFR kinase

domain. The backbone-atom root mean square deviation (RMSD)
was first measured to observe stability of the simulations and the
degree of similarity between simulated and reference structures
over the simulation time (Fig. 2). With respect to their initial struc-
ture, the backbone RMSD values increased more than 0.3 nm and
then fluctuated around 0.3–0.4 nm;  nevertheless, the values of the
receiveract molecule fluctuated around 0.2–0.3 nm.  The RMSD of the
receiver in both of the dimeric models remained stable after 50 ns
when compared to those of the monomer and activator models
which slightly increased. In the following sections: we  discuss the
results of the MD simulations as follows: (i) the difference in confor-
mational flexibility among the receiver, activator and monomeric
molecules observed from the simulations, (ii) essential dynamics
of the MD trajectories with and without respect to the crystallo-
graphic ensembles, and (iii) intermolecular interactions between
receiver and activator from the simulations of the asymmetric
dimers.

3.1. Conformational flexibility of EGFR kinase domains

To give insight into conformational flexibility with respect to
each structural region of the EGFR kinase domain, we then mea-
sured a backbone root mean square fluctuation (RMSF) as a function
of the residue number (Fig. 3). The reference structures were
averaged over the last 50 ns simulation time. The RMSF was  also
qualitatively illustrated in the backbone traces and tubes of the 50
snapshots from the simulations (supplementary data S1 and S2,
respectively).

3.1.1. Flexibility of the active conformation
As shown in Fig. 3A, in the active models the RMSF of the receiver

were reduced in the N-lobe and CT segment when compared to
those of the monomer and activator, in particular the loops between
"1–"2 and "3–#C and the CT residues D970–D990. This result indi-
cated that the dimerization process suppresses the conformational
flexibility of the N-lobe of the kinase domain as well as of the CT seg-
ment. The reduced fluctuation in the "3–#C loop is consistent with
the other published work in which this region in the EGFR monomer
is intrinsically disordered and becomes ordered when dimerization
[24]. The "1–"2 loop is important for organizing the ATP-binding
since it makes contacts with the !-phosphate of ATP. Slightly lower
RMSF values were also observed in the hinge region of the receiver
(the loop following "5 strand), which makes contacts with the ATP-
adenine ring. Furthermore, the K721–E738 salt bridge seemed to
be more stable in the receiver than in the monomer and activa-
tor (supplementary data S3), and thus consistent with the others
[20,24,53]. The salt bridge allows the side chain of K721 to bind to
the #- and "-phosphates of ATP, and reorients the #C helix closer
to the ATP binding site. These results indicated that the asymmetric
dimerization helps stabilizing the active conformation, presumably
involving the organization of the ATP-binding site.

The significant difference in the RMSF values was not observed
in the JM segment (Fig. 3A). In the asymmetric dimer, this segment
of the receiver obviously interacts with the C-lobe of the activa-
tor. The RMSF values of the receiver were slightly lower than those
of the monomer and activator in contrast to the previous work,
in which more fluctuations of the JM segment were observed the
monomeric kinase [22]. It might be because in the monomer and
activator the JM segment could make contacts with the A loop
rather than left flexibly (Supplementary data S2). The reduced fluc-
tuation of the receiver was  also observed in various regions of the
C-lobe of the kinase domain, for examples the distal part of the A
loop, #G–#H loop, #I helix and the loop between #I and CT segment.
These results indicated that the asymmetric dimerization could also
alter the flexibility in regions that are distant from the dimerization
interface.
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Fig. 2. Backbone RMSD plots as a function of time from the active (A) and inactive (B) models with respect to their initial structure.

3.1.2. Flexibility of the inactive conformation
In contrast to the active conformation, the flexibility of the

receiver and activator in the inactive model was similar. The dimer-
ization did not alter fluctuations in the N-lobe of the receiver;
except for the #C helix and "4–"5 loop (Fig. 3B), which are located
in the dimer interface. Interestingly, the RMSF of the "2–"3 loop
in the monomer was significantly lower than those of both the
receiver and the activator. This loop segment is not a part of the
dimer interface and is disordered in at least four crystal structures
of the EGFR kinase domain. The "1–"2 loop also showed more fluc-
tuations in all three inactive molecules. In our previous study, the
loop exhibited less fluctuation in the inactive structure, but became
more flexible when binding to the drug lapatinib [25]. In addition
to the N-lobe, the simulations also showed that the distal portion
of the A loop (residues E844–K851) exhibited lower fluctuations
in the receiver than that of activator and monomer, even slightly
(Fig. 3B). This portion was disordered in all crystal structures of the
inactive conformation of EGFR. One possible explanation for this
is that this portion in the receiver seemed to make contacts with
the C-lobe (the loops preceding #F and #G helix) whereas it was
solvent-exposed in the activator (Supplementary data S2).

Since it has been thought that the asymmetric dimer of the
inactive conformation might be an early step of the activation of
EGFR kinase domain [14], we therefore followed the RMSD values
of (i) the active models with respect to the inactive structures, and
(ii) the inactive models with respect to the active structure dur-
ing the 100-ns simulation time (supplementary data S4). A global
switch from the active to inactive conformations and vice versa
was not observed. In the inactive models, the RMSD at the end of
simulation with respect to the active structure of the receiverina,
which would be expected to close to the active conformation
when formed the asymmetric dimer, is 0.66 nm.  Neither active nor
inactive monomer conformation closes to the inactive and active
conformations at the end of simulation (RMSD values of 0.57 nm
and 0.62 nm,  respectively). These results indicated that the 100-
ns time scale was  still too short to observe either the transition
between two distinct conformations or to sample an overlapping
intermediate structure. A recent MD study has demonstrated that
no active-to-inactive (and vice versa) conformational transition of
the wild type monomeric EGFR kinase domain was  observed dur-
ing the 200-ns simulation time [23]. Nevertheless, another study
of the other has demonstrated that an intermediate state between
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Fig. 3. Backbone RMSF plots as a function of residues from the active (A) and inactive (B) models. The various structural regions the EGFR kinase domain and the JM and CT
segments are indicated. The last 50 ns in each MD trajectory were taken to calculate in all cases.

active and inactive conformations of EGFR kinase domain can be
captured in a microsecond time scale MD  simulation [24].

We were subsequently interested in examining the destabiliza-
tion effects on the structure of the receiverina molecule upon the
dimerization process. There are several factors stabilizing the inac-
tive state of EGFR, e.g. a short helix of residues L834–L838 located
on the A loop that makes hydrophobic contacts with the #C helix.
The interaction results in the obstruction of the K721–E738 salt
bridge, but the formation of the E738–K836 salt bridge instead
[9,20]. Destabilization of this hydrophobic interaction has been
thought to be one of the mechanisms for EGFR kinase activation,
e.g. L834R mutation [20]. In addition, an # helix formed at the
CT residues F973 to M978 partially blocks the ATP-binding site
of the 1XKK structure [8,22]. In our inactive models, we found
that the helix of L834 to L838 of the receiver remained stable, in
contrast to the monomer of which the helix unwound (supplemen-
tary data S5). The results were also in accordance with the critical
E738–K836 salt bridge that is more stable in the receiver than
observed in the monomer (Supplementary data S3). In combination
with the results of RMSD as mentioned above it would be sug-
gested that the asymmetric dimerization of EGFR, at least 100-ns

time scale simulations could not even disrupt interactions stabiliz-
ing the inactive conformation, in which it has been thought to be
an early step required for conformational changes to the activated
kinase.

3.2. Essential dynamics of EGFR kinase domains

Principal component analysis (PCA) can be used to identify and
compare the principal modes of motion of the EGFR kinase domain
using either crystallographic or MD ensembles. The first few
principal components (so-called essential dynamics, ED) describe
the large-scale collective motions that represent the functionally
important global movements, in contrast to the remaining prin-
cipal components that capture the smaller, localized and often
insignificant fluctuations that should not influence protein function
[50,51]. In this study, PCA was applied to investigate the ability of
our MD simulations to sample the experimentally known motions,
which were identified from the crystallographic experimental data
set of EGFR kinase domain. In addition, the quantity and direc-
tion represented by the first principal component (PC1), which
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was individually generated from the MD  simulations, were visually
compared.

3.2.1. Principal components of the protein ensemble from crystal
structures

We established the conformational changes captured in the
crystallographic ensembles as an experimental reference. The crys-
tallographic ensemble is a set of twenty-five crystal structures of

EGFR kinase domain (i.e. 12 wild type/active, 2 mutant/active, 5
wild type/inactive and 6 mutant/inactive structures), and can pro-
duce a common set of PCs for the active and inactive conformations
(supplementary data S6A), and therefore making direct comparison
possible among different protein models. This approach has been
previously used on other proteins for which substantial crystallo-
graphic data exists [54–56]. A projection of the crystal structures
onto the two-dimensional (2D) essential subspace defined by the

Fig. 4. Principal components (PC) identified from crystallographic ensemble of EGFR kinase domain. Crystal structures (A) and MD  structures (B) were projected onto the
plane  defined by PC1 and PC2. Active and inactive conformations of the crystal structures are shown in cyan and magenta filled rectangles, respectively. Selected PDB codes
(discussed in the text) as well as the areas for the simulated structures of the last 10 ns are indicated.
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Fig. 5. Comparison of the domain motion described by PC1 from the simulations of the active and inactive models. The two extreme projections for PC1 of the monomer,
receiver and activator are illustrated statically by showing all frames simultaneously as backbone trace representation. The structural regions are separately colored as follows:
N-lobe  "-strands, green; C-lobe #-helices, blue; #C-helix, red; activation loop, magenta. Arrows indicate the approximate direction of the motion. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web  version of this article.)

first two principal components of the crystallographic ensemble
was shown in Fig. 4A. The 2D projection could define the clus-
ters that correlate well with two distinct conformations of EGFR
kinase domain, in which the PC1 mode was able to differentiate
between the active and inactive conformations with positive and
negative values, respectively. Visualization of a protein motion was
illustrated as multi-frames of the two extreme structures (supple-
mentary S6B). The PC1, which represented approximately 71% of
the total motion of the ensemble, involved the large movement of
the N-lobe of the kinase domain, e.g. #C helix and almost "-strands,
as well as extension of the A loop to be solvent-exposed. The func-
tional significance of this motion presumably modulates the shape
of the ATP binding site of EGFR by rearrangement of structural ele-
ments that are important for catalysis. The PC2, which comprised
only 11% of the total motion of the ensemble, also involved the
movement of the N-lobe of the kinase domain, but in the oppo-
site direction observed in PC1. This N-lobe displacement might be
related to the inactive-to-active conformational transition of EGFR
kinase domain.

We then projected the protein ensemble obtained from all MD
trajectories onto the 2D essential subspace of the crystallographic
ensemble to investigate conformational sampling of the MD sim-
ulations with respect to the experiments. As shown in Fig. 4B, the
simulations of the active and inactive models were remarkably dis-
tinguished using the PC1 defined from the experiments. Almost the
active models largely occupied the unique group of the wild type
active EGFR kinase structures (cyan rectangles) and none of them
was sampled in the region of the minority. Unlike the crystal struc-
tures of inactive EGFR kinase domain (magenta rectangles), the

cluster of the inactive models was  less distributed throughout the
negative value of PC1. Note that only the monomerina could sample
a region of the asymmetric dimerized-inactive EGFR kinase domain
(PDB code 3GOP) [12]. The structure has been thought to be an
early step of the kinase activation. Furthermore, none of all inactive
models was sampled in the area of the symmetric dimerized-
autoinhibited/inactive EGFR kinase domain (PDB code 3GT8) [11].
From the results of PCA, it could be implied that the asymmetric
dimer constructed in our EGFR inactive model is unlikely to be
in either the autoinhibition or activation form, and thus it would
suggest an alternative role of the inactive conformation of EGFR in
the context of the asymmetric dimer. In addition, since there was
no overlap between the MD ensembles from the active and inac-
tive models, in accordance with the result of RMSD analysis, this
indicated that the conformational transitions of the EGFR kinase
domain were not observed, at least during the 100-ns simulation
time.

No crystal structures have been observed in the intermediate
conformational region between active and inactive clusters to date,
e.g. the Mig6-bound (PDB code 2RF9) and the L834R oncogenic
mutant (2ITN) structures. A recent study suggested that the Mig6-
bound inactive conformation of EGFR kinase domain [10] is highly
consistent with the intrinsically disordered intermediate sampled
from the active to inactive transition of EGFR kinase domain [24]. On
the other hand, the structure of the L834R oncogenic mutant pro-
tein may  represent the inactive-to-active transition since there is
evidence that induction of this mutation in the EGFR kinase domain
promotes either destabilization of the inactive conformation [20]
or the shift the active-inactive equilibrium to prefer the active state
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Table  1
List of H-bonds observed at the dimer interface from the simulations of the active
and inactive models. The last 50 ns of the trajectory were taken in all cases.

Activator Receiver % Occupancy

Residue Location Residue Location

Active model
G906-NH #G–#H loop L758-CO "4 strand 93
G906-CO #G–#H loop L758-NH "4 strand 58
Q911-OE #G–#H loop L680-NH JM segment 98
Q911-NE #G–#H loop A678-CO JM segment 97
T916-OG #G–#H loop N676-CO JM segment 72
T916-OG #G–#H loop A678-NH JM segment 79
I917-NH #H helix A678-CO JM segment 21
D918-OD1 #H helix Y740-OH #C helix 37
D918-OD2 #H helix Y740-OH #C helix 81
D930-OD1 #H–#I loop T727-OG "3–#C loop 44
D930-OD2 #H–#I loop T727-OG "3–#C loop 54
D950-OD1 #I–CT loop G672-NH JM segment 68
D950-OD1 #I–CT loop E673-NH JM segment 36
D950-OD2 #I–CT loop G672-NH JM segment 56
D950-OD2 #I–CT loop E673-NH JM segment 58
R953-CO #I–CT loop N676-NH JM segment 18

Inactive model
R908-N1 #G–#H loop L758-CO "4 strand 17
R908-N2 #G–#H loop L758-CO "4 strand 12
Q911-OE #G–#H loop L680-NH JM segment 93
Q911-NE #G–#H loop A678-CO JM segment 88
I917-NH #H helix N676-CO JM segment 37
D918-OD1 #H helix Y740-OH #C helix 46
D918-OD2 #H helix Y740-OH #C helix 47
S933-OG #H–#I loop K733-NH #C helix 16

[23]. In addition, it should be noted that the drug gefitinib-bound
structure (PDB code 2ITY) was sampled in the same area of the
L834R mutant structure, suggesting the similar effect of gefitinib
does to the inactive conformation. Our previous simulations have
shown that gefitinib could destabilize both active and inactive con-
formations of EGFR kinase domain [25].

3.2.2. Principal component of the active conformation from MD
trajectories

PCA was also performed on the individual MD trajectories to
characterize the dominant motion captured by the first principal
component (PC1). In the active models, PC1 involved the large dis-
placement in the N-lobe with respect to the C-lobe of the kinase
domain in all three active models (Fig. 5, upper panel). Neverthe-
less, the direction of this motion in the receiver seemed opposite to
that observed in the activator and monomer, and the contribution
of the motion represented approximately 29.9%, 54.5% and 45.5%
of the total motion in the protein, respectively. These results sug-
gested that the asymmetric dimer can alter the global dynamics
and suppress fluctuations of the active EGFR kinase domain. The
interlobal motion of the active conformation is likely to be related
to the opening and the closing of the binding cleft around the hinge
region that is known to be important for ATP binding and cataly-
sis in other protein kinases, e.g. PKA [57]. This opening and closing
motion of the active conformation of EGFR was also identified in
the another MD  study in which the motion in the kinase domain is
closely coupled with the conformational changes of the JM and CT
segments [22], implying that the opening and closing motion in the
kinase domain is the hallmark for protein kinases in the active con-
formational state, presumably for the tight regulation of a catalytic
activity.

3.2.3. Principal component of the inactive conformation from MD
trajectories

In all three inactive models, PC1 exhibited a similar motion that
involves the rigid-body displacement of the N-lobe with respect to
the C-lobe of the kinase domain (Fig. 5, lower panel). This motion

Table 2
List of hydrophobic interactions observed at the dimer interface from the simula-
tions of the active and inactive models. The last 50 ns of the trajectory were taken
in  all cases.

Activator Receiver % Occupancy

Residue Location Residue Location

Active model
P913 #G–#H loop L679 JM segment 10
I917 #H helix A678 JM segment 100
I917 #H helix L680 JM segment 100
I917 #H helix Y740 #C helix 100
I917 #H helix A743 #C helix 100
Y920 #H helix L680 JM segment 100
Y920 #H helix I682 JM segment 88
M921 #H helix L680 JM segment 76
M921 #H helix L736 #C helix 100
M921 #H helix A739 #C helix 44
M921 #H helix Y740 #C helix 100
V924 #H helix L680 JM segment 84
V924 #H helix I682 JM segment 90
V924 #H helix L736 #C helix 92
V924 #H helix I756 "4 strand 48
V924 #H helix L758 "4 strand 100
W927 #H helix I682 JM segment 18
W927 #H helix L758 "4 strand 68
M928 #H–#I  loop L736 #C helix 98
M928 #H–#I  loop L758 "4 strand 100
M928 #H–#I  loop V762 "5 strand 94
M947 #I helix Y740 #C helix 12
V956 CT tail P675 JM segment 98

Inactive model
P913 #G–#H loop L679 JM segment 88
I917  #H helix A678 JM segment 86
I917  #H helix L680 JM segment 98
I917  #H helix Y740 #C helix 100
I917 #H helix A743 #C helix 96
Y920 #H helix L680 JM segment 84
Y920 #H helix I682 JM segment 94
M921 #H helix L680 JM segment 24
M921 #H helix L736 #C helix 38
M921 #H helix Y740 #C helix 100
V924 #H helix L680 JM segment 42
V924 #H helix I682 JM segment 90
V924 #H helix L736 #C helix 100
V924 #H helix I756 "4 strand 20
V924 #H helix L758 "4 strand 58
M928 #H–#I  loop L736 #C helix 96
M928 #H–#I  loop L758 "4 strand 92
V956 CT tail A674 JM segment 12
V956 CT tail P675 JM segment 92

of the N-lobe looked roughly orthogonal to that of identified in
the active models. The fluctuation of the motion is weaker in the
receiver than in the activator and monomer, which represented
approximately 30.6%, 55.5% and 45.7% of the total motion in the
protein, respectively. These results suggested that, unlike the active
conformation, the asymmetric dimer formation in the inactive con-
formation did not drastically change the dynamics of the N-lobe of
EGFR kinase domain, but decreased the fluctuation of the protein
instead. It would be noted that the motion of the A loop among three
inactive models was found to be significantly different. The A loop
of the receiver was  less mobile. While the A loop of the activator
moved toward the opposite direction with respect to the N-lobe,
the motion of the N-lobe, #C helix and A loop in the monomer
were highly correlated. Functional significance of PC1 observed
from the inactive models is unclear. The motion of the N-lobe
with the #C helix movement is common in three inactive models,
and these suggested that it would not be specifically responsible
for conformational changes of the receiverina molecule upon the
dimerization. Moreover, the different motions in the A loop of the
three inactive molecules might suggest the intrinsic flexibility of
the loop, presumably as a result of various populations of the A
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Fig. 6. Ribbon representation of the dimer interface (left images) and number of intermolecular contacts (H-bonds and hydrophobic interactions) as a function of time between
the  receiver and activator (right images) were observed from the simulations of the active and inactive models. Structural regions responsible for the dimer interface in the
activator and receiver are colored in blue and red, respectively. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web  version of
this  article.)

loop conformation sampled in the MD  simulations as well as the
crystal structures, all of which are disordered in the distal portion
of the A loop (residues E842–K851).

It has been stated that the formation of an asymmetric dimer
is essential for the first step of EGFR activation when two  inac-
tive kinase molecules are brought into close proximity and interact
with each other [14]. Our inactive model in the context of the
asymmetric dimer would serve as a starting point to explore an
early step of EGFR activation. However, the destabilizing effects
on the inactive conformation upon the asymmetric dimerization
could not be observed. These results suggested that the functional
relevance of the asymmetric dimer formation of the inactive con-
formation of EGFR kinase domain would not be so evident; or it
might play a subtle role involved in regulation rather than a direct
mechanism on EGFR activation. Another mechanism involved in
regulation of EGFR subpopulations could be suggested. A dynamic
equilibrium has been proposed to exist between the two  distinct
EGFR kinase conformations, and it is maintained by their thermo-
dynamic stabilities [58]. Biochemical experiments demonstrated
that the isolated kinase has a low catalytic activity in solution,
and when its local concentration was increased by attaching the
isolated protein to the surface of lipid vesicles, the EGFR activ-
ity dramatically increased, indicating intermolecular interaction
between isolated molecules [9]. It would be therefore possible

that the dimerization by the activator to the active monomeric
kinase molecule may  help stabilize the active conformation of such
exiting monomeric populations, eventually leading to shifting the
equilibrium between active and inactive conformations, and such
intermolecular interactions preferably EGFR kinase populations of
the more stable active conformational states.

3.3. Intermolecular interactions at EGFR dimer interfaces

We next tried to study the nonbonded factors stabilizing the
activator–receiver interactions in the asymmetric dimers of EGFR
kinase domain. The possibility of the asymmetric dimer formation
for the inactive conformations was not excluded in these analy-
ses, and therefore this can be compared to interactions observed
from the active conformation. Pairs of hydrogen (H–) bonds and
hydrophobic interactions observed between the activator and
receiver with respect to the domains in which each amino acid
belongs to are listed in Tables 1 and 2. Each of the interaction pairs
are maintained at least 10% of the time during the last 50 ns of the
simulations. In addition, the potential energies that contribute to
such interactions (referred to here as interaction energies) were
calculated as the sum of the electrostatic and van der Waals (vdW)
energies over the last 50 ns of simulation. The interaction energies
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Fig. 7. Potential energies for interaction between the activator and receiver observed from the simulations of the active (A, C) and inactive (B, D) models. The interaction
energies are represented as region-based decomposition of the C-lobe of the activator and the N-lobe of the receiver. The electrostatic and van der Waals contributions are
shown  in black and white bars, respectively. Error bars represent the standard deviation of the total interactions. The last 50 ns of each trajectory were taken in all cases.

with respect to various structural regions of EGFR kinase domain
for each dimeric model could be quantitatively compared (Fig. 7).

The total interaction energy observed from the inactive model
was estimated as being 4/5 weaker than that observed from the
simulation of the active model. This result would be expected
because the number of atomic contacts (i.e. H-bonds and hydropho-
bic interactions) between the receiver and activator of the active
model were more than those observed in the inactive models
throughout the simulations (Fig. 6, right panel). It should also be
noted that vdW energies were found to be weaker than electro-
static interactions in both cases, presumably indicating the more
contributions mediated by polar interactions (e.g. H– bonds). Ana-
lyzing the residue contacts within a distance of ≤0.5 nm during
the last 50 ns revealed that the structural regions of the activator
involving the dimer interface are similar between the two dimeric
models, which range from the #F–#G loop, #G helix, #G–#H loop,
#H helix, #H–#I  loop, #I helix, #I–CT loop and the N-terminal
portion of CT segment (Fig. 6, left panel). On the other hand, the
structural regions of the receiver responsible for the dimer inter-
faces include the JM segment, #C helix, #C–"4 loop, "4 strand,
"4–"5 loop and "5 strand (Fig. 6, left panel). As it is expected
owing to the in-orientation of the #C helix in the active confor-
mation, the loop preceding #C helix ("3–#C loop) of the receiver
could make contacts with the #H–#I loop of the activator. Several
polar residues located on the extended portion of the A loop of the
receiveract could also make interactions with the #I–CT loop of the
activator. The A loop of the receiverina was found to move down
to make contacts with the C-lobe surface of the same molecule
instead.

3.3.1. Dimer interface of the active conformation
In the active model, it can be seen that the loop between #G

and #H (#G–#H loop) of the activator exhibited the largest nega-
tive interaction energies (Fig. 7A). The loop made interactions with
the JM segment and "4 strand of the receiver. Several H-bonds
contributing such interactions include (i) the main chain–main
chain H-bond of G906–L758, (ii) side chain–main chain H-bond
of Q911–L680 and Q911–A678, and T916–N676 (Table 1). On the
other hand, several residues in the #H helix of the activator (I917,
Y920, M921, V924 and W927), as well as M928 on the #H–#I loop
and V956 on the CT formed the hydrophobic interactions with a
number of nonpolar residues on the JM segment, #C helix and "4
strand of the receiver (Table 2). Such hydrophobic contributions
are consistent with experiments, which demonstrated that those
residues are critical for the asymmetric dimer formation, and their
mutations abolished the EGFR activity in cells [9,11]. The large neg-
ative interaction energies of the JM segment of the receiver also
indicated the importance of this segment in the formation of the
asymmetric dimer (Fig. 7B), in accord with several experiments
[9–12].

From the crystal structures of active EGFR kinase domain (the
PDB codes 2GS2 and 2GS6) [9], it can be seen that the hydrophobic
residues located on the JM segment, #C helix, "4 and "5 strand
(listed in Table 2) form a large hydrophobic surface area. The so-
called hydrophobic patch is buried in the inactive structure, but
becomes solvent-exposed in the active conformation. It has been
stated that the asymmetric dimer stabilizes the active conforma-
tion by compensation for the thermodynamic penalty associated
with the solvent exposure of the patch in the active conformation
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Fig. 8. Comparison of the binding interface at the C-lobe of the activator between the active and inactive models (left images) as well as the crystal structure of Mig6-
bound  inactive conformation (PDB code 2RFE). Mig6 peptide is shown in the red ribbon. The binding interfaces are shown in a surface representation and the amino acid
residues contributing to H-bonds and hydrophobic interactions are colored in yellow and green, respectively. The shared interacting residues are labeled in blue letters. (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web  version of this article.)

[59]. Although it has been suggested that the core of the EGFR asym-
metric dimer interface is dominated by hydrophobic interactions,
our analyses on the estimated interaction energies suggested that
in addition to the helix–helix packing (i.e. #H vs. #C), several inter-
actions on the loop regions in particular the H-bond formation of
both #G–#H and #I–CT loops of the activator with the JM segment
of the receiver could be major contributing factors that stabilize the
asymmetric dimer of EGFR kinase domain.

3.3.2. Dimer interface of the inactive conformation
Unlike the dimer interface of the active model, the helical inter-

action between the #H of the activator and #C of the receiver could
be the major contribution in the asymmetric dimer of the inactive
conformation (Fig. 7B and D). The #H helix exhibited more nega-
tive interaction energies than those from the #G–#H loop. Several
hydrophobic interactions in the #H helix found in the active con-
formation were also observed in the dimer interface of the inactive
conformation. These residues include I917, Y920, M921 and V924
on the #H helix, which made contacts with A678, L680 and I682 on
the JM segment as well as L736, Y740 and A743 in the #C helix
(Table 2). The strong hydrophobic interactions on the loop seg-
ments observed in the active conformation were also found (i.e.
the M928–L758 and V956–P675). Although the H-bond interac-
tions seemed to be contributing less in the asymmetric dimer of
the inactive conformation since the number of interactions were
less than those found in the active model, strong H-bond interac-
tions between the #G–#H loop and the JM segment (i.e. Q911–L680
and Q911–A678) were observed (Table 1).

The precise location of the asymmetric dimer interface for the
EGFR inactive conformation has not been proven to date. However,
evidence from crystallographic analyses of PDB codes 2R4B and

3GOP suggested the possibility of the asymmetric dimer forma-
tion for the inactive conformation of EGFR kinase domain [12,13].
It should be noted that the crystal structure of the V924R-mutated
EGFR kinase domain, which adopts the inactive conformation, can-
not form the asymmetric dimer (PDB code 2GS7); nevertheless, it
demonstrated extensive contacts in the context of the symmet-
ric dimer instead (PDB code 3GT8 [11]). This finding indicates that
the residue V924 of the activator is critical for the asymmetric
dimer formation for both active and inactive conformations of EGFR
kinase domain.

3.3.3. Comparison with the Mig6-kinase binding interface
The crystal structure of the complex between the EGFR kinase

domain and a fragment of Mig6, which is a negative feedback
inhibitor of EGFR, shows that residues K336–K362 of the Mig6 pro-
tein can bind to the C-lobe of EGFR kinase domain [10]. The crystal
structure of such complex revealed that Mig6 peptide adopts an
extended conformation and places on the superficial surface of the
C-lobe of the kinase. The interface is dominated by the #G and #H
helices, and the #F–#G, #G–#H, #H–#I loops, which buries the area
of ≈18.00 nm2 [10]. Such interactions are largely polar; nonethe-
less, a few hydrophobic residues located on the #H helix contribute
to the interface.

We  then compared the interacting residues located on the C-
lobe kinase domain between the asymmetric dimer interfaces and
the Mig6-binding interface (Fig. 8). It was  found that the Mig6-
bound interface overlaps with the asymmetric dimer interfaces.
The amino acid residues that contribute to the shared interface
include (i) the H-bond contributions via G906, R908, Q911 on the
#G–#H loop; I917, D918 on the #H helix, and (ii) hydrophobic
interactions via P913 on the #G–#H loop; Y920, V921, V924, W927
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on the #H helix; M928 on the #H–#I loop as well as V956 on the
CT segment. The biochemical and biophysical studies on the Mig6
binding and EGFR inhibition suggested that introducing V924R
mutation to the kinase domain can abolish the peptide binding.
On the other hand, the kinase domain with the I682Q mutation has
the same binding affinity as for the wild type protein [10]. Residue
I682 is located on the JM segment on the N-lobe of EGFR kinase
domain, and this mutant form is not activated because it is unable
to form the asymmetric dimer, indicating that the Mig6 peptide can
inhibit the EGFR activity in the context of the asymmetric dimer
formation, but not in the basal activity of the monomeric kinase
domain. The blockage of the asymmetric dimer interface for EGFR
inhibition by the cytoplasmic protein Mig6 suggests one of the
alternative approaches for development of a new class of inhibitors
that can bind to the dimer interface on the C-lobe of EGFR kinase
domain.

4. Conclusions

We  have performed explicit-solvent MD simulations on two
different conformations of EGFR kinase domain in the context of
the asymmetric dimer. Although the active-to-inactive conforma-
tional transition (and vice versa) in both receiver and monomeric
molecules was not observed within the 100-ns simulations, the
long MD  simulations in our study do allow us to assess relevant pro-
tein dynamics observed from the multiple ensemble simulations
[23,56]. Our simulations on the active conformation showed that
the asymmetric dimerization changed the global motion as well as
suppressed the fluctuation of the receiver molecule. The reduced
fluctuation in the intrinsically disordered regions and the dynam-
ics alteration of EGFR kinase domain are consistent with the other
works [20,22,24]. On the other hand, the asymmetric dimerization
of the inactive conformation did not promote a destabilizing effect
on the receiver molecule. The dimerization process suppressed its
fluctuation to a greater extent and significantly changed its global
dynamics; nevertheless, different kinds of motion in the A loop of
all three inactive molecules would reflect intrinsic flexibility of the
loop of EGFR inactive conformation.

We  have investigated intermolecular interactions (i.e. H-bonds
and hydrophobic interactions) at the asymmetric dimer interface
of the active and inactive conformations of EGFR. The structural
regions and key amino acid residues on the C-lobe of the acti-
vator as well as the N-lobe of the receiver responsible for such
interactions in the asymmetric dimers were identified. The larger
contributions by electrostatics rather than vdW interactions may
correspond to presence of multiple H-bonds between several loops
on the C-lobe of the activator and the JM segment of the N-lobe
of the receiver. Our simulations also suggests that the interactions
between the loop segments could play a role in the stabilization
of the asymmetric dimers in addition to the hydrophobic contact
of the helix–helix interaction, as previously demonstrated by crys-
tallographic structures [9]. Furthermore, when compared with the
interface of the Mig6–EGFR complex [10], several residues on the
C-lobe of the kinase domain responsible for such peptide–protein
interactions are also common to the asymmetric dimer interfaces.
Since obstruction of the asymmetric dimer interface leads to the
inhibition of EGFR activity by Mig6, this suggests another approach
for development of novel inhibitors that bind to the C-lobe of the
kinase domain. Information gained from our simulations should
help us to locate key interacting motifs at the dimer interface on
the C-lobe of EGFR kinase domain. This is the first step of a multi-
step journey toward the design of peptide inhibitors to EGFR that
can prevent the activator from either activating the isolated inac-
tive receiver at an early stage of activation or to help stabilize the
active monomeric populations in equilibrium.
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Abstract

Background: Epidermal growth factor receptor (EGFR) signalling plays a major role in biological processes, including
cell proliferation, differentiation and survival. Since the over-expression of EGFR causes human cancers, EGFR is an
attractive drug target. A tumor suppressor endogenous protein, MIG-6, is known to suppress EGFR over-expression by
binding to the C-lobe of EGFR kinase. Thus, this C-lobe of the EGFR kinase is a potential new target for EGFR kinase
activity inhibition. In this study, molecular dynamics (MD) simulations and binding free energy calculations were used
to investigate the protein-peptide interactions between EGFR kinase and a 27-residue peptide derived from MIG-6_s1
segment (residues 336–362).

Results: These 27 residues of MIG-6_s1 were modeled from the published MIG-6 X-ray structure. The binding dynamics
were detailed by applying the molecular mechanics Poisson-Boltzmann surface area (MM-PBSA) method to predict the
binding free energy. Both van der Waals interactions and non-polar solvation were favorable driving forces for binding
process. Six residues of EGFR kinase and eight residues of MIG-6_s1 residues were shown to be responsible for interface
binding in which we investigated per residue free energy decomposition and the results from the computational
alanine scanning approach. These residues also had higher hydrogen bond occupancies than other residues at the
binding interface. The results from the aforementioned calculations reasonably agreed with the previous experimental
mutagenesis studies.

Conclusions: Molecular dynamics simulations were used to investigate the interactions of MIG-6_s1 to EGFR kinase
domain. Our study provides an insight into such interactions that is useful in guiding the design of novel anticancer
therapeutics. The information on our modelled peptide interface with EGFR kinase could be a possible candidate for an
EGFR dimerization inhibitor.

Keywords: EGFR, Cancer, Inhibitor, Tyrosine kinase, MIG-6 segment1, Molecular dynamics simulations
Background
EGFR, also known as ErbB1 or HER, is a receptor tyro-
sine kinase that mediates in biological process of normal
physiology [1]. An over-expression of EGFR has often
been associated with a variety of human cancers that
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can provide the basic properties required for cancer
growth, including cell proliferation, anti-apoptosis, me-
tastasis and angiogenesis [2]. These properties render
EGFR an attractive target for cancer therapy. Nonethe-
less, several reports show that the secondary mutations
in EGFR cause anticancer drug resistances [3-5], insti-
gating a requirement of efficient treatments to overcome
these resistances. Zhang et al. [6] showed that a new target
therapy could be done by the suppression of EGFR activa-
tion through an allosteric mechanism. This approach was
supported by an association of the endogenous negative-
feedback-inhibitor protein, called MIG-6, that regulates
l. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
ommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
iginal work is properly credited. The Creative Commons Public Domain
g/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article,
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the level of EGFR activation [7,8]. The crystal structure of
the EGFR kinase/MIG-6 complex showed that a segment
of MIG-6 (residues 337–361), called MIG-6_s1 interacts
with the C-lobe of EGFR kinase domain (Figure 1) [6].
The binding of MIG-6_s1 to EGFR kinase prevents an
asymmetric dimer formation, leading to the inhibition of
EGFR activation at micro molar binding affinity level [6].
The detailed analysis of the protein-protein interactions
(PPI) at an atomic level of EGFR kinase and MIG-6_s1 is
yet limited. Molecular dynamics (MD) simulations and
free energy calculation can be used to obtain the know-
ledge on the dynamics of the structures and the binding
energy profiles of the protein complexes in solution [9].
In this study, MD simulations were performed on the

EGFR kinase/MIG-6_s1 complex to obtain the knowledge
on their binding dynamics and structural changes. The
binding free energy calculation by the MM-PBSA method
was applied to gain a better understanding on the binding
energetics of the complex. The per residue free energy de-
composition and alanine scanning methods were used to
elucidate the residues important for interface binding and
to obtain their energetic contributions. Our results pro-
vided a better understanding of the binding interactions
between EGFR kinase and MIG-6_s1 peptide. Moreover,
such information could be used to improve or develop
more efficient anti-cancer drugs.

Methods
Model setup and molecular dynamics simulations
The starting structures of EGFR kinase/MIG-6_s1 and
the asymmetric kinase dimer complexes were based on
Figure 1 Cartoon representation of the crystal structure of the EGFR
spanned on the EGFR kinase interface.
the X-ray crystal structure from the protein data bank
(PDB). The monomer structures of the EGFR kinase
activators (residues 678–959) and MIG-6_s1 (residues
337–362) were used (PDB code: 2RFE) [6], while PDB
code: 2GS6 represents the EGFR kinase receiver model.
The N- and C-termini of EGFR kinase and MIG-6_s1
were capped with an acetyl group (ACE) and an N-
methyl group (NME), respectively [10]. All simulations
were performed using AMBER 12 and the ff03 force
field [11]. Each system was solvated using the atomistic
TIP3P water model [12] in an octahedron truncated box
with a buffer distance of 7 Å. Hydrogen atoms were
added, and the counter-ions of Na+ or Cl− were used to
neutralize the system. To remove bad contacts in the
crystal structure, we applied three-step minimization to
each system before performing the simulations. Pos-
itional restraints were applied to the whole system in the
first and the second steps with a force constant of
10 kcal/(mol Å2) and 2 kcal/(mol Å2), respectively. In
the third step, all atoms were allowed to move freely
without restraints. The energy minimization in each step
was carried out using 2,000 cycles of the steepest des-
cent algorithm, followed by 300 cycles of the conjugate
gradient algorithm. Each system was heated from 0 to
300K during the 100 ps in an NVT ensemble and was
further equilibrated for 500 ps in an NPT ensemble.
Then it was simulated for 22 ns in an NPT ensemble at
1 atm and 300K, using the 2 fs integration time step.
During the simulations, the particle mesh Ewald (PME)
method [13] was used to treat the long-range electrostat-
ics. Moreover, the SHAKE algorithm [14] was applied to
kinase/MIG-6_s1 complex. The positions of MIG-6_s1 residues were
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eliminate bond-stretching freedom for all bonds involv-
ing hydrogen, thereby allowing the use of a 2 fs time
step.

Calculation of binding free energy using the MM-PBSA
approach
The MM-PBSA approach [15] was used to calculate
protein-protein binding free energies. 300 snapshots
were extracted from the last 3 ns of the MD trajectories
to perform MM-PBSA. The binding free energy of each
snapshot was calculated as follows:

ΔG bindð Þ ¼ G complexð Þ−G proteinð Þ−G ligandð Þ ð1Þ

The free energy (G) for each molecule can be computed
from the following equations:

G ¼ ΔE gasð Þ−ΔG solð Þ−ΤΔS ð2Þ

ΔE gasð Þ ¼ E intð Þ þ E vdwð Þ þ E eleð Þ ð3Þ

E intð Þ ¼ E bondð Þ þ E angleð Þ þ E torsionð Þ ð4Þ

G solð Þ; PB ¼ G PBð Þ þ G nonpol; solð Þ ð5Þ

G nonpol; solð Þ ¼ γSASA ð6Þ

ΔE (gas) is the gas-phase energy, which is the sum of
the internal (Eint), van der Waals (Evdw) and Coulomb
energies (Eele) (Eq. 3). Internal energy (Eint) comprises
the bond (Ebond), angle (Eangle) and torsion (Etorsion)
energies, respectively (Eq.4). The solvation free energy
(Gsol, PB) comes from the combination of polar (GPB)
and non-polar contributions (Gnonpol, sol) (Eq.5). Note
that G (PB) is the polar solvation calculated by the
Poisson-Boltzmann (PB) equation with the dielectric
constants of 1.0 for solute and 80.0 for solvent. The
non-polar component (Gnonpol, sol) is defined in Eq. 6,
where the constant γ was set to 0.0072 kcal/mol, while
SASA stands for the solvent-accessible-surface area
calculated by the linear combination of pairwise overlap
[16] model. Finally, −TΔS in Eq. 2 is an entropy term
calculated from the sum of translational, rotational and
vibrational components using normal mode analysis. To
gain more insights into the residue contributions, the
residues of MIG-6_s1 responsible for the binding to the
EGFR kinase surface were computed by using the MM-
PBSA per residue free energy decomposition method
(mm_pbsa module) of AMBER12. These calculations
were based on the same snapshots as those used in the
binding free energy calculations.

Computational alanine scanning mutagenesis
To investigate the contributions of an individual residue
to the binding interface and to identify the “hot-spot”
residues that are very important for interface binding,
we used computational alanine scanning to identify
these key residues of the EGFR kinase/MIG-6_s1 inter-
face as well as the asymmetric dimer interface. Alanine
scanning replaces an original residue with alanine; this
substitution eliminates the side-chain but does not intro-
duce large conformational changes to alter the mode of
binding [17]. The binding free energy of the wild type
and mutant were calculated using a post-processing
treatment of the mm_pbsa module and the difference in
their binding free energies was computed using the
following equation [10,18]:

ΔΔGbinding ¼ ΔGbinding of wildtype−ΔGbinding of mutant

ð7Þ

Based on the post-processing energy calculation
[19,20], the alanine mutant structure was generated by
eliminating the residue side-chain with a hydrogen atom
of alanine prior to the calculation. Note that the smallest
amino acid, glycine, was not included since it introduces
conformational flexibility into the protein backbone.
Proline was also not included because its backbone con-
formation differs from that of alanine [21-23]. The 300
snapshots extracted from the last 3 ns of the MD runs
were used in these calculations. If the difference in bind-
ing free energy between the wild type and the mutant of
a residue (ΔΔGbinding) becomes positive, such an alanine
substitution is favorable, i.e., this residue is probably not
important in the interface binding. However, the nega-
tive value of ΔΔGbinding indicates the unfavorable
alanine substitution, i.e., this residue plays significant
role in the interface binding [18]. These key residues
were clarified as the residues that significantly de-
crease the binding free energy for at least 2.0 kcal/
mol. From literatures, residues with strong binding
should reduce the binding free energy greater than or
equal to 4 kcal/mol [21,24].

Results and discussion
Structural stabilities and flexibilities of the systems
To assess the dynamic stabilities of the systems, we per-
formed MD simulations of EGFR kinase and MIG-6_s1
in both unbound and bound states with explicit water
for 22 ns at 300K under 1 atm pressure. The equilibra-
tion of MD simulations can be observed from the con-
vergence of the root-mean-square deviation (RMSD)
plot, based on the backbone (Cα, N and O) atoms of
each snapshot as compared to the initial energy mini-
mized structure.
The RMSD plots of three systems: 1) unbound EGFR

kinase 2) unbound MIG-6_s1 and 3) EGFR kinase/MIG-
6_s1 complex are shown in Figure 2. For the bound
system, beside the plot for overall complex (black line),
we also plotted the RMSD values for only EGFR kinase



Figure 2 The Root-Mean-Square Deviation (RMSD) plots of the EGFR kinase /MIG-6_s1 backbones in the bound and unbound states of
the 22-ns simulation. RMSD plots of unbound EGFR kinase and unbound MIG-6_s1 are shown in purple and yellow lines, respectively. For the
complex of EGFR kinase/MIG-6_s1, three RMSD plots are presented. The black line represents the RMSD of the entire complex of EGFR kinase/
MIG-6_s1. The RMSD plot for only EGFR kinase in the complex is shown in red. The RMSD plot for only MIG-6_s1 in the complex is shown in green.
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(red line) and for only MIG-6_s1 (green line). The RMSD
plots of “unbound EGFR kinase”, “EGFR kinase/MIG-6_s1
complex” and “only EGFR kinase in complex” reached
their plateaus after about 2 ns. The RMSD plots of only
MIG-6_s1 in the EGFR complex reached its plateau after
about 7 ns. These three systems were equilibrated during
the 22 ns simulations.
The conformational changes in the bound and

unbound simulations were compared (Figure 2). Both
bound and unbound EGFR kinase RMSD plots revealed
similar patterns with average RMSD value of ~3.0 Å for
unbound EGFR and ~2.9 Å for bound. For bound vs.
unbound MIG-6_s1, the RMSD plot of bound MIG-6_s1
is more stable than that of unbound state with average
RMSD of ~4.2 Å for bound MIG-6_s1 and ~6.4 Å for
the unbound MIG-6_s1. It can be seen that the bound
MIG-6_s1 was significantly more stable than the un-
bound state as seen in the lower RMSD fluctuation.
Note that the unbound MIG-6_s1 has generally higher
RMSD values because MIG-6_s1 is rather short peptide
(27 amino acids) and becomes very flexible in solution.
This flexible short peptide phenomenon were also pre-
sented in [17,25] where the unbound short peptide p53
could not be stabilized in solution but could be bound
stably to the binding cleft of MDM2 protein. Thus, from
the RMSD results, our MD simulations are reliable
enough for further investigation.
The root-mean-square fluctuations (RMSF) of αC atom

from the MD simulated structures against the starting
structure were calculated to identify the most flexible re-
gions of the protein-peptide structure. The larger RMSF
value conveys more flexible region while the lower RMSF
value entails the more constrained region.
The comparison of both unbound EGFR system and
EGFR kinase/MIG-6_s1 complex system based on their
RMSF profiles (Figure 3A). The RMSF profile of unbound
EGFR kinase system (green) showed similar behavior to
that of EGFR complex system (red). On the contrary, the
RMSF profile of MIG-6_s1 in the unbound state showed
much higher fluctuation than that of its complex state.
When comparing the RMSF EGFR kinase profile with the
dimer complex profile (purple), we observed distinguish-
able patterns in several regions of the EGFR interface to
MIG-6_s1. Within the EGFR N-lobe region, similar RMSF
profiles from all three systems were observed; however the
corresponding RMSF profiles were lower than the other
regions reflecting lower flexibility.
RMSF patterns and their values in the EGFR C-lobe re-

gion differ greatly from that of N-lobe region. Particularly,
residues from both EGFR kinase/MIG-6_s1 complex and
unbound EGFR kinase, especially in the junction αD–αE,
and along the three αG, αH and αI helices revealed high
RMSF values (reaching 5–6 Ǻ); while the EGFR kinase in
dimer complex shows stable RMSF value ~3 Ǻ. We
hypothesize that during EGFR dimerization these helices
must interact with the juxtamembrane B portion of the
EGFR receiver; hence losing the dimerization causes the
EGFR activator to have higher RMSF (see unbound EGFR
kinase). Furthermore, we observed uncertain fluctuations
in the part of Ala840–Gly850, called A-loop, which corre-
lates with the missing residues in the EGFR X-ray crystal
structure (Figure 3B) [26].
Toward to the end of the RMSF plots, the magnitude of

unbound MIG-6 plot (green) differed greatly from that of
complex of EGFR/MIG-6_s1 plot (red). In particular the
RMSF of MIG-6_s1 in EGFR complex (red) was about



Figure 3 Graphical representation of root mean square fluctuation (RMSF) and superimposition of EGFR kinase. (A) The RMSF profiles of
EGFR kinase bound MIG-6_s1 (in red), the unbound of EGFR kinase and MIG-6_s1 (in green), and EGFR kinase in the dimeric structure (in purple)
with EGFR kinase (PDB: 2GS6). Most flexible regions can be seen as peaks in rectangles. (B) the superimposition of EGFR kinase monomers from
1) the unbound EGFR kinase (purple) 2) the EGFR kinase in the binding of MIG-6_s1 complex (orange) and 3) the dimer complex (green). The
superimposition revealed the different mobility of the activation loop (A-loop).
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5–6 Ǻ, while the RMSF of unbound MIG-6_s1 (green)
swung much higher. These evidences suggest that the
binding of EGFR kinase could help MIG-6_s1 structure
to stabilize in complex.

The conformational changes of the EGFR kinase/MIG-6_s1
complex
Twenty-seven residues of MIG-6_s1 (residue 336–362)
can bind to the distal surface of the C-lobe in the EGFR
kinase domain to prevent the activation of EGFR kinase
by asymmetric dimer (Figure 1). To gain a better under-
standing on the structural differences between the initial
structure and the average simulated structure, the
Figure 4 The superimposition of the average structure from the last 3
(green) of the EGFR kinase /MIG-6_s1 complex. The positions of Asn343
ball-and-stick representation.
superimposition of the minimized initial structure of the
EGFR kinase/MIG-6_s1 complex and its average struc-
ture from the 300 snapshots of the last 3-ns simulations
are shown in Figure 4. The conformations of the average
structure and the minimized initial structure were
mostly similar, except for the shift in the loop region of
MIG-6_s1. Specifically, Asn343 of MIG-6_s1 at the loop
region of the average structure shifted its side-chain up
closer to the EGFR kinase surface region than that of
the minimized initial structure (Figure 4). This contact
was not observed previously in the initial structure pos-
sibly due to crystal packing contacts in the flexible loop
segment [27].
ns of simulations (light-pink) and its minimized initial structure
, Met346 and the cluster of prolines of MIG-6_s1 are shown in the
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In terms of hydrophobic interactions, the hydrophobic
pocket of the EGFR kinase interface consists of Leu343,
Trp881, Thr885 and Pro913, and the side-chain of
Met346 of MIG-6_s1 resided stably in this pocket, as
shown in Figure 5 (plotted by LIGPLOT program [28]).
Since prolines can affect the rigidity of peptide struc-
tures, the conformations of prolines were also analyzed
in this study. Five prolines of MIG-6_s1 (Pro347,
Pro348, Pro354, Pro356 and Pro339) were in cis-configu-
rations and located on the turn. Four of these residues
(Pro347, Pro348, Pro354 and Pro356) remained in bent
conformation at the interface (Figure 6) [6]. Prolines on
the turn might also form interactions between the proline
ring and nearby aromatic residues (CH-π) [29] and help
stabilize the MIG-6_s1 complex. Similar to prolines in the
SH3 domain, the positions of two prolines were relatively
fixed to constrain the structural movements [30].

The calculations of binding free energies
To compute the binding free energies of MIG-6_s1
peptides to EGFR kinase and to gain insights into the
peptide-protein binding interactions, the MM-PBSA
approach was applied to the 300 snapshots taken from
the last 3 ns of the production runs. The calculated results
are presented in Table 1. The predicted binding free en-
ergy of EGFR kinase/MIG-6_s1 complex was-142.7 kcal/
mol. The major favorable components of the MIG-6_s1
binding were the van der Waals term in gas-phase
Figure 5 The interactions of Met346 with its nearby residues in the a
ball-and-stick representation and its neighbours are shown in brown. Carbo
respectively. Dark red “eyelashes” represent hydrophobic contacts between
involved in hydrophobic contacts.
(ΔEvdw =-120.8 kcal/mol) and the non-polar part of the
solvation free energy term (ΔGnonpol, sol =-84.25 kcal/
mol). These two terms resulted in the total favorable
non-polar interactions of-205.1 kcal/mol. The highly
favorable non-polar part of the free energy might come
from the hydrophobic interactions between MIG-6_s1
and EGFR kinase as well as the desolvation of the non-
polar groups of MIG-6_s1 from water that aligned them
with the binding interface [10]. Such a phenomenon could
be seen in several protein-protein interactions including
the interaction between MDM2 and p53, where van der
Waals interaction was the major contributor to the
inhibitor binding originated from the effects of solute-
solvent attractive forces on hydrophobic and the dis-
persion [10,31].
On the other hand, the favorable columbic term in gas

phase (ΔEele =-130.4 kcal/mol) was completely cancelled
by the unfavorable contribution of the polar part of the
solvation free energy (GPB = 151.6 kcal/mol), resulting in
the total unfavorable electrostatic interactions of
21.2 kcal/mol. This compensation phenomenon was dis-
cussed in several studies of protein-protein interactions
in solution, including the binding processes of IGF-II/
IGF2R and hGH/GHR, giving the polar interactions
(ΔEele +GPB) of 31.57 and 134.2 kcal/mol, respectively
[10,32]. Moreover, the magnitude of TΔS is in the range
of +30 to-40 kcal/mol, being consistent with the previ-
ous results [32].
verage structure (plotted by LIGPLOT). Met346 is shown in the
n, nitrogen and oxygen atom are shown in black, blue and red,
Met346 and its neighbours. Black eyelashes correspond to atoms



Figure 6 The superimpositions of the average structures during the 1–3 ns (yellow), 10–12 ns (purple), 14–16 ns (pink), and 20–22 ns
(orange) simulations showed the stabilities of prolines over the course of simulations. The positions of prolines on MIG-6_s1 are indicated
on the ball-and-stick representation of EGFR kinase.
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Free energy decompositions of the interfacial residues
The technique of per-residue binding free energy de-
composition can reveal the contributions of the key resi-
dues responsible for the protein-protein interactions at
the interface. The total of 300 snapshots extracted from
the last 3 ns of the MD trajectories were decomposed by
the MM-PBSA method. The important binding residues
of the EGFR kinase/MIG-6_s1 interface were extracted
using the residue cut-off at ΔGtot,PB ≤-1.0 kcal/mol (favor-
able binding) (Figure 7). There were13 important binding
residues from MIG-6_s1 and 9 residues from EGFR kinase
with binding free energies less than-1 kcal/mol (Figure 8).
The 13 residues of MIG-6_s1 comprise Ser337, Leu338,
Pro339, Tyr341, Met346, Pro348, Thr349, Gln350,
Phe352, Lys357, Tyr358, Val359 and Ser361 whereas the 9
residues of EGFR kinase were Thr885, Glu904, Gly906,
Table 1 The binding free energy of the EGFR kinase/MIG-6_s1
PBSA method

Contribution EGFR kinase/MIG-6_s1 EGFR kinas

Mean σ Mean

Eele -21099.37 5.29 -19392.37

EvdW -2536.90 1.24 -2296.92

Egas -23636.27 5.35 -21689.29

Gsol, np 2470.43 0.53 2273.28

Gsol, PB -3449.41 4.13 -3449.41

Gsol -978.98 4.03 -975.73

ΔGcal

-TΔS -233583.65 1.09 -3282.65

ΔGcal - (-TΔS)

Mean energies are in kcal/mol, with the corresponding standard errors (σ).
Eele and Evdw are electrostatic and van der Waals contributions in gas phase.
GPB and Gnp are electrostatic and nonpolar contributions in solvation phase.
ΔGcal is total binding free energy.
Arg908, Pro910, Gln911, Pro913, Met928 and Ile929.
Some of these residues, such as Pro910, Thr349, Gln350
and Tyr358, had the values of the binding free energies
less than or equal to -4 kcal/mol. Five residues of MIG-
6_s1, namely Leu342, Asn343, Ser351, Asp355, and
Ser360 and seven residues of EGFR kinase, namely
Glu907, Leu909, Pro912, Tyr920, Val924, Trp927 and
Gly959, had their binding free energies approximately
-1.0 kcal/mol. We further analyzed the binding free energy
component of each residue based on the van der Waals
energy and the sum of electrostatic contribution in the
gas-phase and the polar part of the solvation energy
(Figure 8). The results suggested that the main favorable
contribution to the binding free energy was essentially the
van der Waals interactions. Normally, the favorable elec-
trostatic energies are opposed by the unfavorable polar
complex and its components calculate using the MM-

e MIG-6_s1 Delta

σ Mean σ Mean σ

4.9 -1576.62 1.48 -130.38 1.03

1.2 -119.22 0.33 -120.75 0.31

4.96 -1695.84 1.59 -251.13 1.01

0.48 281.40 0.21 -84.25 0.16

3.87 -351.98 1.08 151.59 0.93

3.8 -70.58 0.94 67.34 0.93

-183.79 0.5

3.36 -342.04 4.02 41.05 2.08

-142.74 -



Figure 7 The per residue free energy decomposition of EGFR kinase and MIG-6_s1.

Figure 8 Per residue free energy decomposition of the residues at the interface of the EGFR kinase and MIG-6_s1 complex. The van der
Waals energy (red line), the sum of the coulombic interactions and the polar part of the solvation free energy (light blue) and the total binding free
energy (black dot) for key residues with the values≤− 1.0 kcal/mol. All values were given in kcal/mol. Gray line represented the cut off of-1.0 kcal/mol.
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parts of the solvation free energies (desolvation of the
polar groups), resulting in unfavorable contributions.
However, some residues had slightly favorable electrostatic
contributions (the sum of the electrostatic energies and
the polar parts of the solvation free energies) including
Thr885, Glu904, Pro910, Gln911, Pro912 and Trp927 of
EGFR kinase as well as Ser337, Leu338, Ser340, Tyr341,
Val345, Thr349, Pro354, Asp355, Lys357, Val359 and
Ser361 of MIG-6_s1.
Table 2 shows the information on hydrogen bonds

between MIG-6_s1 peptide and EGFR kinase during the
last 3 ns of the simulations. These are the hydrogen
bonds formed between residues Ser337, Tyr341, Asn350,
Phe352, Lys357, Tyr358 and Ser360 of MIG-6_s1 and
the residues Glu904, Gly906, Arg908, Gln911 and Ile929
of EGFR kinase. Strong, medium and weak hydrogen-
bond interactions were defined as having simulated
hydrogen bond occupancy of > 75%, 50–75%, and < 50%,
respectively. The hydrogen bond distance profiles of
some of the strong hydrogen bond interactions during
the 22 ns of the simulations are shown in Figure 9. Most
of these hydrogen bonds were stable throughout the
entire simulations (Figures 9A, B, C, D, E, F, and G),
except for hydrogen bonds shown in Figures 9B, I and
J. In particular, the hydrogen bond between Tyr341-OH
and Gln911-O was briefly disrupted during 13.5–16 ns
of the simulations (Figure 9B). The hydrogen bonds be-
tween Asn343-ND2-HD21 and Thr885-O (Figure 9I)
and between Asn343-NH and Gly959-O (Figure 9J)
were not stably formed until around 13 ns and 18 ns,
respectively.
Table 2 Hydrogen bonds found in the last 3-ns of the
simulation

Donor Acceptor Distance (Å) ± SD Occupancy (%)

Arg908-NH Gln350-O 2.916 (0.12) 99.87

Tyr341-OH Gln911-O 2.838 (0.17) 99.27

Gln350-NH Arg908-O 2.907 (0.13) 99.20

Ile929-NH Lys357-O 2.918 (0.15) 98.53

Asn343-NH Gly959-O 2.994 (0.16) 97.73

Ser360-NH Glu904-O 2.841 (0.12) 96.83

Gln911-NE2-HE21 Ser337-O 2.954 (0.16) 96.10

Arg908-NH2-HH22 Tyr358-O 2.969 (0.16) 92.73

Asn343-ND2-HD21 Thr885-O 3.063 (0.18) 89.57

Phe352-NH Gly906-O 3.077 (0.18) 87.43

Gln911-NH Gln350-OE1 3.034 (0.20) 79.33

Thr349-OG1-HG1 Glu907-OE1 2.697 (0.13) 69.90

Ser361-NH Glu904-O 3.112 (0.20) 69.37

Ile917-NH Ser337-O 3.044 (0.17) 51.27

Thr349-OG1-HG1 Glu907-OE2 2.703 (0.18) 24.33

The distance cut-off was 3.5 Å and angle cut-off was 120°.
Computational alanine scanning technique
Computational alanine scanning is a powerful technique
that not only monitors the key residues required for the
interactions between the two protein partners at the
interface but also computes the energetic contribution
to the binding free energy of the individual side-chain
based on each alanine mutation [33]. In order to identify
the key residues from the 29 residues along the binding
interface of the EGFR kinase/MIG-6_s1 complex, we
substituted alanine in amino acids having the free energy
contribution less than or equal to-1.0 kcal/mol in order
to classify them as either “hot spot” or “warm spot” resi-
dues. Note that the higher negative value of ΔΔG of an
alanine point substitution represents the better binding
state of the residue. A residue is classified to be very im-
portant for binding to the protein partner (hot spot)
[21,24,34], if its ΔΔG ≤-4 kcal/mol. To a lesser extent,
the “warm spot” will be classified if-2 kcal/mol ≥ ΔΔG
>-4 kcal/mol. In this analysis, proline and glycine resi-
dues were not included since their backbone conforma-
tions differ from alanine.
The results from the alanine scanning method (Figure 10A

and B) and from the per residue free energy decompos-
ition technique (Figure 8) are largely consistent. As de-
termined by the free energy decomposition technique,
most of the important residues were also classified as
hot spot residues. We showed that there were six “hot spot”
residues on EGFR kinase, namely Glu904, Glu907, Arg908,
Gln911, Met928 and Ile929; and eight “hot spot” residues
on MIG-6_s1, namely Leu338, Try341, Asn343, Met346,
Thr349, Gln350, Phe352 and Try358. For the warm spot
classification four residues, Thr885, Ile94, Tyr920 and
Val924, were on EGFR kinase (Figure 10A) while Leu342,
Val359, and Ser361 were on MIG-6_s1 (Figure 10B). How-
ever, due to the limitation of alanine scanning, Gly906,
Pro910, Pro912, Pro913, Gly959 on EGFR kinase and
Pro339, Pro348 on MIG-6_s1 could not be alanine scanned.
Note that by means of per residue free energy decom-

position, eight residues (Tyr891, Leu909, Trp927, Ser337,
Ser351, Asp355, Lys357 and Ser360) were identified as im-
portant residues and not by the alanine scanning approach.
Such discrepancies may stem from the differences in the
energy cut-offs used in these two methods. Moreover, the
alanine scanning method verified only the contributions
from the side-chains, while the free energy decomposition
analysis considered both the contributions from the
side-chains and the backbones. It may be possible that the
contributions from the backbones of these residues may be
more than those of the side-chains [18]. The common
“key” residues identified by both alanine scanning and the
free energy decomposition methods, such as Val924,
Met346, Phe352 and Try358, are supported by the previ-
ous mutagenesis experiment as the alanine replacements
of these residues abolished the peptide binding [6].



Figure 9 Hydrogen bond distance profiles. (A) Between Gln911-NE2-HE21 and Ser337-O. (B) Between Tyr341-OH and Gln911-O. (C) Between
Gln350-NH and Arg908-O. (D) Between Arg908-NH and Gln350-O. (E) Between Phe352-NH and Gly906-O. (F) Between Arg908-NH2-HH22 and
Tyr358-O. (G) Between Ile929-NH and Lys357-O. (H) Between Ser360-NH and Glu904-O. (I) Between Asn343-ND2-HD21 and Thr885-O. (J) Between
Asn343-NH and Gly959-O.
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Figure 10 Schematic representations of the interaction profiles between the EGFR kinase/MIG-6_s1 interfaces. (A) The key residues of
the EGFR kinase surface. (B) The key residues of MIG-6_s1. (C) Hydrogen bond formation between interfaces presented in the starting structure
and the 3 ns last of simulations. Interfacial hydrogen bonds presented in green line with the occupancies higher than 50% (D). The involving of
hydrogen bond and key residues between two interfaces presented in the starting structure and the last 3 ns of simulations. The “hot spot residues”,
“warm spot”, null spot and not studied residues are shown in red, orange, white and gray respectively. Interfacial hydrogen bonds of the starting
structure and MD structure presented in dark green and blue bars, respectively.
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The interactions of the key residues at the interface of
the EGFR kinase/MIG-6_s1 complex
The common key-residue results from both the per resi-
due binding free energy decomposition and computa-
tional alanine scanning technique predicted the most
important residues at the binding interface that include
six residues of the EGFR kinase and eight residues of the
MIG-6_s1peptide segment (Figure 10A and B). These
residues have their ΔΔG ≤-4 kcal/mol after performing
alanine substitution. Both different and consistent inter-
action profiles between the MD simulations and the
starting structures were observed and presented using
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hydrogen bonding network (Figure 10C). The resulting
relationship does not only exhibit their interfacial
residues but also some involvements of bonding in the
important residues (Figure 10D). The MD simulations
mostly reveal stable pattern of hydrogen bonds, with the
exception for the bonding of Ser351 to Glu907. Interest-
ingly, these hydrogen bonds were also involved in the
important residues on the interface. This suggests that
the main contributions to the binding interactions were
from the hydrogen bonds.
Mutagenesis studies of MIG-6_s1 revealed the import-

ance of Met346, Phe352 and Tyr358 for EGFR kinase
binding [6]. With the free energy contribution of
approximately-2.8 kcal/mol, Met346 is probably the
most important residue of MIG-6_s1 that contributes to
the hydrophobic interactions at the interface of the
EGFR kinase/MIG-6_s1 complex. The side-chain of
Met346 was buried in the hydrophobic pocket consisting
of Leu343, Trp881, Thr885 (warm spot) and Pro913 of
the EGFR kinase (Figures 4 and 5). The mutating
Met346 to Ala346 costs approximately-8.1 kcal/mol of
the magnitude of the binding free energy, supporting the
importance of its side-chain that engages in the pocket
of EGFR kinase. These results were consistent with the
crystal structure showing Met346 buried in the hydro-
phobic pocket of the EGFR kinase, and the experimental
results that the mutation of Met346 could abolish EGFR
binding [6]. Phe352 and Tyr358 of MIG-6_s1 were also
identified in this study as the essential residues for the
interface binding with the energetic contributions of
about-3.4 and-6.2 kcal/mol, respectively. Their back-
bones formed hydrogen bonds with hot spot residues,
Gly906 and Arg908 (hot spot), respectively, and their
side-chains were also buried in the hydrophobic cleft
(Figure 11A, B and C). Moreover, the phenyl ring of
Phe352 and the phenol ring of Tyr358 formed the paral-
leled π-π interaction with the distance of 5.0 Ǻ between
two centroids (<12.0 Ǻ) (Figure 11C) [29]. Therefore,
the mutations of Phe352Ala and Try358Ala could result
in the loss of van der Waals contributions from the
hydrophobic interactions of their side-chains [6].
Electrostatic and hydrogen bond interactions were also

crucial factors for the binding of MIG-6_s1 and EGFR kin-
ase. Tyr341 of MIG-6_s1 was an important residue for the
binding of MIG-6_s1 and EGFR kinase with per residue
contribution of-1.88 kcal/mol. During the simulations,
Tyr341 formed a hydrogen bond with Gln911 (hot spot)
and was also buried in the hydrophobic pocket of Pro339,
Pro347, Pro910 and Pro913 (Figure 11D). Moreover, the
value of ΔΔG of the alanine substitution of Tyr341 is
about-7.9 kcal/mol, which was influenced by the loss of
van der Waals and electrostatic interactions. Another resi-
due important for the binding of this complex is Thr349
of MIG-6_s1. Thr349 formed a hydrogen bond with
Glu907 (hot spot) of EGFR kinase (Figure 11E). The value
of ΔΔG of the alanine substitution of Thr349 is about-
7.4 kcal/mol, caused mainly by the loss of electrostatic
contributions. Moreover, the backbone of Gln350 formed
two hydrogen bonds with the backbone of Arg908 (hot
spot), while its side-chain formed not only a hydrogen
bond with Gln911 (hot spot) but also formed van der
Waals interactions with Pro910 and Try920 (warm spot)
(Figure 11F). The value of ΔΔG of the alanine substitution
of Gln350 is about-4.3 kcal/mol, where van der Waals and
electrostatic contributions were lost upon the side-chain
mutation.
During the simulations, not only the new hydrogen

bond between Ser361 and Glu904 was formed, but the
hydrogen bond involving Asn343 at the loop region of
MIG-6_s1 was also observed. The side-chain of MIG-
6_s1 moved toward the EGFR kinase surface and formed
two hydrogen bonds with Thr885 (warm spot) and
Gly959 (Figure 11G). These hydrogen bonds started to
form around 13 ns and 17 ns and became stable later on
with the occupancies of 89.6% and 97.7% for Asn343-
Thr885 and Asn343-Gly959, respectively (Figure 9I and
J). The ΔΔG values of the alanine substitution of Asn343
was-4.9 kcal/mol, where the main contribution came
from the loss of van der Waals interactions due to the
increased cavity volume after alanine substitution
(Table 3). The importance of this residue was also
supported by the free energy decomposition per residue
analysis of the 9- and 18-residue with the values of -0.86
and -1.11 kcal/mol, respectively. This Asn343 residue
could play a very important role for a peptide inhibitor
to bind to the EGFR C-lobe interface. However, more
studies may be needed to further confirm the import-
ance of this residue.
Furthermore, the two MIG-6_s1 prolines (Pro339 and

Pro348) and those from EGFR kinase domain (Pro910
and Pro913) could also be essential for the interface
binding. They not only gave the free energy contributions
of about-2.8,-2.2,-4.55 and-3.40 kcal/mol, respectively
(these values were larger than those of the other proline
residues), but their free energy contributions were more
likely to come from the feature of the side-chains that
were-2.34,-2.15,-2.71 and-3.19 kcal/mol more than
those of their backbones, respectively. Moreover, the
proline rings could also form interaction with the side-
chain of Tyr341 and Met346. However, the alanine
scanning technique could not be done because the mu-
tation of proline to alanine causes structural perturba-
tions of the backbone [21-23].
We also performed alanine scanning on the EGFR kin-

ase binding interface, on ten residues, namely, Thr885,
Ile894, Glu904, Glu907, Arg908, Gln911, Tyr920, Val924
Met928 and Ile929. In particular, Thr885 is located within
αF of kinase domain and the side-chain pointed to the



Figure 11 The interactions of the key residues of MIG-6_s1 with nearby residues. (A) The hydrophobic interactions and hydrogen bonds of
Phe352 and nearby residues. (B) The hydrophobic interactions and hydrogen bonds ofTyr358 and nearby residues. (C) The π-π interactions between
the aromatic rings of Phe352 and Tyr358. (D) The hydrogen bond and hydrophobic interactions of Tyr341. (E) The hydrogen bonds between polar
residues of EGFR kinase Glu907 and Thr349 of MIG-6_s1. (F) The hydrogen bonds and hydrophobic interactions of Gln350. (G) The hydrogen bonds of
Asn343 to Thr885 and Gly959. The important interactions were plotted by LIGPLOT program.
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Table 3 The contribution components of binding free energies upon alanine substitutions

Contributions Residue number

Thr885A Tyr891A Ile894A Glu904A Glu907A Arg908A Leu909A Gln911A Tyr920A Val924A

ΔΔEvdw -0.88 -1.22 -1.46 -0.96 -0.67 -4.12 -0.62 -3.12 -2.93 -1.35

ΔΔEelectrostatic -0.99 0.38 0.09 -51.15 -60.00 23.34 0.05 -7.21 0.07 0.08

ΔΔEgas -1.85 -0.83 -1.37 -52.11 -60.66 19.22 -0.57 -10.33 -2.86 -1.27

ΔΔGsol, non pol -0.14 -0.24 -1.20 -1.16 -1.73 -0.78 0.00 -1.30 -1.24 -0.93

ΔΔGsol, PB -0.12 -0.18 -0.31 48.52 57.96 -34.08 -0.03 4.15 0.45 -0.55

ΔΔGsolvation -0.25 -0.42 -1.51 47.36 56.23 -34.86 -0.03 2.85 -0.79 -1.48

ΔΔGsubtotal -2.10 -1.25 -2.88 -4.75 -4.43 -15.65 -0.60 -7.48 -3.65 -2.75

Trp927A Met928A Ile929A Ser337A Leu338A Tyr341A Leu342A Asn343A Met346A Thr349A

ΔΔEvdw -0.70 -3.44 -3.91 -0.43 -3.10 -3.46 -1.40 -4.65 -5.67 -1.10

ΔΔEelectrostatic -0.48 -2.63 -1.37 -0.69 0.11 -6.32 -0.05 -3.06 -1.12 -13.24

ΔΔEgas -1.18 -6.07 -5.28 -1.12 -2.99 -9.78 -1.45 -7.71 -7.10 -14.34

ΔΔGsol, non pol 1.42 -2.22 -1.54 -0.03 -2.54 -1.20 -1.08 -2.19 -3.12 -1.82

ΔΔGsol, PB 0.00 2.99 0.13 1.20 0.73 3.04 0.12 4.98 2.10 8.81

ΔΔGsolvation 1.42 0.77 -1.14 1.17 -1.81 1.84 -0.96 2.80 -1.02 6.99

ΔΔGsubtotal 0.24 -5.30 -6.69 0.05 -4.80 -7.94 -2.41 -4.91 -8.11 -7.35

Contributions Residue number

Gln350A Ser351A Phe352A Asp355A Lys357A Tyr358A Val359A Ser360A Ser361A

ΔΔEvdw -3.82 -0.77 -5.41 -0.18 -2.02 -8.02 -1.56 -1.36 0.15

ΔΔEelectrostatic -6.61 -1.14 0.70 -5.91 1.38 0.14 3.74 -1.52 -8.37

ΔΔEgas -10.43 -1.91 -4.71 -6.10 -0.64 -7.88 2.18 -2.88 -8.22

ΔΔGsol, non pol -1.24 -0.07 -3.39 -0.00 -1.44 -4.57 0.41 -0.20 -0.35

ΔΔGsol, PB 7.34 1.03 -0.46 5.13 0.16 2.50 -3.88 2.98 5.37

ΔΔGsolvation 6.10 0.96 -3.85 5.13 -1.28 -2.07 -4.29 2.77 5.02

ΔΔGsubtotal -4.33 -0.95 -8.56 -0.97 -1.92 -9.95 -2.11 -0.11 -3.02

ΔΔEeJe and ΔΔEvdW are electrostatic and van der Waals contributions in gas phase.
ΔΔGsol,pb and ΔΔGnp are electrostatic and nonpolar contributions in solvation phase.
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interface. Thr885 can form hydrogen bonds with Asn343
(warm spot) as well as forming the hydrophobic pocket
with side-chain of Met346. However, the loss of ΔΔG
(-2.1 kcal/mol) was from the loss of van der Waals and
electrostatic interactions but they were not large effects.
The negatively charged residues of EGFR kinase inter-

face, Glu904 (αG) could form hydrogen bonds with the un-
charged residues of MIG-6_s1, namely Ser360 and Ser361
(warm spot), while the side-chain of Glu907 (at the loop
between αG and -αH) formed hydrogen bond with Thr349
side-chain (hot spot). These Glu904 and Glu907 amino
acids were classified as hot spot residues due to the muta-
tion of two glutamic acids resulting with the ΔΔG costs
of-4.75 and-4.43 kcal/mol, respectively. The loss of electro-
static contribution was the major reason of such results.
Likewise, the positively charged Arg908 located between

αG and αH possibly made strong hydrogen bonds with
the backbone of Gln350 (hot spot) and the side-chain of
Tyr358 (hot spot). After alanine mutation, Arg908 was
identified as a hot spot residue because of its ΔΔG-
15.65 kcal/mol that may have been influenced by the
increasing cavity volume and the disrupting the conven-
tional hydrogen bonds upon mutating the side-chain.
Moreover, the “nitrogen-containing” side chains of Arg908
lining in parallel with the aromatic ring of Tyr358 also
formed the cation-π interaction. Although this geometry
layout is preferred in protein structures, the mutation of
the side-chain could render large favorable electrostatic
contribution in the polar solvation [35].
Gln911 (on the loop between αG-αH) was also indi-

cated as a hot spot residue. It disrupted strong hydrogen
bonds to Ser337 side-chain upon alanine substitution
causing the binding free energy-7.48 kcal/mol, but did
not disturb a hydrogen bond of the backbone-side chain
between Gln911 and Tyr341. The alignment on αH of
Tyr920, Val924 and Met928 showed that they are im-
portant to the dimer formation, which were called as
“The core of the asymmetric EGFR kinase domain” [36].
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These residues not only participate during the hydro-
phobic interactions that involve residues in the N-lobe
of EGFR kinase receiver, but their mutations also abro-
gated the contribution of the asymmetric dimer [6,36].
These experimental results align with our in silico pre-

dictions, these residues were superimposed to those in dif-
ferent structures as shown in the RMSF plots (Figure 3)
demonstrating the stability of their backbones. Moreover,
we took the EGFR kinase activator interface when binding
to MIG-6_s1 and compared with the one when binding to
the EGFR kinase receiver. The important of these residues
were observed on the above EGFR kinase activator inter-
faces. After alanine mutations, the loss of van der Waals
interaction could originate from the disruption of hydro-
phobic interaction to their partner proteins. The binding
energies of Tyr920, Val924 and Met928 values are-3.65,-
2.75, and-5.30 kcal/mol (when binding to MIG-6_s1) and-
3.46,-4.98, and-6.07 kcal/mol (when binding to receiver
kinase), respectively. The sharing residues between two
interfaces of the activator entail that MIG-6_s1 might bind
the EGFR kinase activator in the manner similar to a bind-
ing of the receiver kinase, even though the function of
MIG-6_s1 was opposed to the receiver kinase [6,37].

Conclusions
In this study, the 22 ns MD simulations of EGFR kinase/
MIG-6_s1 complex was performed in order to provide
more understanding about the binding of MIG-6_s1
peptide to the C-lobe of EGFR kinase that is an import-
ant target in cancer therapy. Using both per residue
free energy decomposition and computational alanine
scanning techniques, we found that the Asn343 residue
situates on a flexible loop of MIG-6_s1. This particular
loop was absent in the original X-ray crystal structure.
Furthermore, the underlying loop potentially renders
Asn343 a key residue to bind to EGFR kinase. This
finding requires further experimental validation to better
our understanding about Asn343 role in the protein-
protein interaction.
In addition, we used the above energy calculation tech-

niques to identify the hot spot residues (six residues on
EGFR kinase and eight residues on MIG-6_s1) that play
significant role in the binding between the two proteins.
Particularly, the alanine scanning technique showed that
the alanine mutations on these hot spot residues would
worsen the EGFR kinase/MIG-6_s1 interaction. This
technique also revealed the other important residues but
to a lesser extent, called warm spot residues that might
be worth to further investigate their binding roles. These
key amino acids proposed in this work should play vital
role for a peptide-based inhibitor to prevent the EGFR
asymmetric dimer formation. This in silico study,
hence, provides valuable information for designing new
peptide-based cancer drugs.
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