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Obiectivele studiului

Proteinele Eyes absent apartin grupului aspartil-protein-tirozin-fosfatazelor din cadrul
superfamiliei protein tirozin-fosfatazelor (PTPazelor). Acestea au fost initial definite drept co-
activatori ai transcriptiei, membrii ai unei retele reglatoare de factori de transcriptie conservati de-
a lungul evolutiei. Aceasti retea interactioneaza cu multe alte cdi de semnalizare si detine roluri
importante in formarea, dezvolarea i homeostazia unui numair variat de tesuturi si organe. De
asemenea, proteinele Eya sunt capabile de interactii proteina-proteina, avand roluri importante in
procese fiziologice si patologice. Mutatiile de tip “pierdere de functie” din cadrul genelor Eyes
absent provoacd numeroase sindroame congenitale precum sindromul cardiofacial, sindromul
bronhio-oto-renal, sindromul oto-facio-cervical, cataracta congenitala, cardiomiopatie dilatativa si
debut tardiv al surzimii. Supraexpresia genelor Eyes absent sau a proteinelor EYA a fost
identificata in diverse forme de cancer, precum cel de san, ovarian epitelial, tumoarea lui Wilms,
tumori maligne ale tecii nervilor periferici, adenocarcinoame pulmonare si esofagiene. Ambele
functii ale proteinelor Eya sunt implicate in procese canceroase.

Proteinele Eya isi exercitd functia atat in nucleu cat si in citoplasma. Desi Eya sunt proteine
complexe, numai doud substrate au fost identificate pana acum: histona H2AX (cu implicatii in
repararea ADN-ului) si ER@ (cu implicatii in cresterea tumorald). Aceste substrate ilustreaza rolul
Eya in nucleul celulei. Sunt multe raportiri despre rolul Eya in citoplasma, dar, pana acum, niciun
substrat citoplasmatic nu a fost identificat. Prin urmare, pentru a intelege mai bine cum
functioneaza Eya ca protein-tirozin-fosfataza, primul obiectiv al tezei mele a fost identificarea
unor noi substrate citoplasmatice ale Eya. Identificarea lor poate reprezenta un punct de plecare
in cautare de noi procese si cai de semnalizare in care sunt implicate proteinele Eya.

Fosforilarea este una dintre cele mai importante modificari post-translationale ale
proteinelor. Protein-tirozin-fosforilarea, o subcategorie, joaca rol major in transductia semnalului
desi reprezinta mai putin de 1% din totalul fosforilarilor. Sunt cateva studii care raporteaza
tirozin-fosforilarea Eya. Pe de alti parte, autodefosforilarea Eya a fost de asemenea raportatd
pentru proteinele Eya non-umane. Caracterizarea echilibrului dintre cele doud procese opuse,
fosforilarea si (auto)defosforilarea, ofera informatii despre mecanismul transductiei semnalului
indus de fosforilarea reziduurilor de tirozind. In cazul proteinelor Eya, este de asteptat ca aceastd
cooperare intre fosforilare si (auto)defosforilare si asigure un tipar de fosforilare al Eya care s
fie adecvat cerintelor fiziologie ale celulei. Astfel, cel de-al doilea obiectiv al tezei mele de
doctorat a fost identificarea reziduurilor de tirozini fosforilate ale EYA3, caracterizarea
echilibrului dintre fosforilarea si autodefosforilarea acesteia, precum si identificarea implicatiilor

de la nivel celular al acestor procese antagonice.



INTRODUCERE

Fosforilarea si defosforilarea proteinelor sunt evenimente celulare esentiale, mediate de
kinase si fosfataze, enzime care functioneaza in complementaritate si se coordoneaza reciproc in
cadrul transductiei semnalului, pentru a regla numeroase functii celulare. Importanta acestor
doud procese a fost evidentiata in crestere, diferentiere, proliferare, activarea transcriptiei,
progresia ciclului celular, motilitate si adeziune celulard. Perturbarea echilibrului fosforilarii poate
duce la cancer, boli (auto)immune si neurodegenerative, chiar diabet. Desi kinazele si fosfatazele
moduleaza alte proteine atunci cand isi indeplinesc activitatea, pot fi si ele modulate prin
fosforilare.

Protein-tirozin-fosforilarea este unul dintre cele mai importante mecanisme de semnalizare
celulard implementate de organismele eucariote'. Dintre toate procesele de protein-fosforilare,
tirozin-fosforilarea este utilizati extensiv doar de eucariotele multicelulare’. Este reglati de
activititile echilibrate si opuse dintre protein-tirozin-kinaze (PTKaze) si protein-tirozin-
fosfataze'. Celulele utilizeazi fosforilarea la tirozini drept unealti in cadrul comunicarii intra- si
intercelulare, transportului moleculelor, definirii formei celulare, in motilitate, atunci cand se
decide intre diferentiere si proliferare, in reglarea transcriptiei genelor, si in procesarea acidului
ribonucleic (ARN) mesager’. Fosforilarea la tirozini si defosforilarea sunt implicate si in
corelarea acestor evenimente intre celule adiacente, de la embriogeneza pani la dezvoltarea unui

. . . 2
organ si homeostazia tesuturilor”.



CAPITOLULI PROTEIN-TIROZIN-FOSFATAZE - SINOPSIS

I.1 CARACTERISTICI GENERALE

Protein-tirozin-fosfatazele sunt enzime care catalizeaza indepartarea gruparilor fosfat de la
nivelul reziduurilor de tirozina fosforilate ale proteinelor’. La inceput, PTPazele erau considerate
enzime cu activitate nespecifica, de menaj (tip “house-keeping”), care ar fi functionat pentru a
inversa actiunea PTKazelor™’. De-a lungul timpului, viziunea simplistd s-a dovedit a fi gresita si
multe dovezi au argumentat ci PTPazele detin specificitate de substrat si coopereaza intr-o
manierd bine definiti cu kinazele, pentru a regla ciile de semnalizare®’. De fapt, PTPazele
formeaza o superfamilie de enzime complexe si cu structuri diverse. Studiile au aratat ca,
asemenea PTKazelor, PTPazele pot avea fie influenta pozitiva fie negativa asupra ciilor de
semnalizare si joaca roluri importante in mentinerea fiziologiei celulare®. Au fost implementate
modele matematice cu scopul de a descrie cum sunt reglate ciile de semnalizare de catre kinaze
si fosfataze'™''. Ambele modele descriu kinazele ca fiind cele ce controleazi amplitudinea
semnalului mai mult decat durata acestuia, in timp ce fosfatazele au o influenta pronuntata
asupra ratei si duratei raspunsului'™''. Dereglarea ciilor de semnalizare mediate de PTPaze a fost
raportati in cancer precum si in boli cardiovasculare, neurologice, autoimmune si metabolice'”.
Perturbarea functiei PTPazelor poate fi rezultatul supraexpresiei proteice, pierderii expresiei
proteinei’” ", chiar si polimorfismului unui singur aminoacid'.

In concluzie, pentru a intelege rolul tirozin-fosforilarii in fiziologie si boli, trebuie acordata

atentie in egald masurd ambilor parteneri.
1.2 CLASIFICARE

De-a lungul timpului au fost alcatuite multe clasificari pentru superfamilia PTPazelor,
luand in considerare cele mai noi decoperiri din domeniu. Ultima clasificare a tirozin-fosfatazelor
a fost ficutd pe baza reziduului catalitic care initiaza atacul nucleofilic. Atfel, sunt grupate in:
cistein- (Cis-), aspartat- (Asp-), si histidin- (His-)fosfataze'” (Tabel 1.1). Aceasta noui clasificare
este rezultatul addugirii unor noi membrii super-familiei PTPazelor. Astfel, a fost generat
PTPomul uman extins'’. Criteriile recente prin care o proteini este inclusi ca membru al familiei
tirozin-fosfatazelor sunt: a) existenta unui doemniu PTP sau b) prezenta motivului reprezentativ
“CxxxxxR” intr-un domeniu non-PTPazic sau c¢) dacd se dovedeste cd are activitate tirozin-
fosfatazica sau d) prezinta similaritate mare de secventa cu membrii care au activitate PTPazica
demonstrati'”. Considerind aceste criterii, super-familia PTPazelor contine acum 125 de
proteine, dintre care, aproximativ 40 au ca tintad substrate care contin reziduuri de tirozina

fosforilate'”.



In super-familia PTPazelor, existi o gama larga de specificitate de substrat, cu accent pe
hidroliza esterilor derivati ai acidului fosforic: substrate care contin fosfoserina sau fosfotreonina,
fosfoinizitid-fosfati (PIP), carbohidrati fosforilati, ARN de tip mesager, resturi anorganice. Pe de
alta parte, activitatea tirozin-fosfatazica poate fi indeplinitd de proteine din familii enzimatice cu
structuri diverse, precum haloacid-dehalogenazele (HAD), histidin-fosfatazele (HP), rodanazele
si arsenat-reductazele'’.

Tabel I.1. Clasificarea familiei extinse a PTPazelor din genomul uman (dupi !7). Gruparea tirozin-
fosfatazelor a fost facutd pe baza reziduului catalitic nucleofil - Cis, Asp sau His - si topologiei acestora.
Diferite culoti sunt atribuite fiecirei familii de titozin-fosfataze care au reziduu catalitic nucleofil comun
(albastru pentu Cis-, verde pentru tip Asp- si rosu pentru His-fosfataze) si clase diferite din cadrul

aceleiasi familii sunt colorate in diferite tonuri ale aceliasi culoti. Abrevieri: pTyr/ pSer/ pThr — substrate
ce contin fosfotirozini/ fosfoserind/ fosfotreonini; PIP - fosfatidilinozitol fosfati.

Familie de Clasa Subclasa Numele Numar de Substrat
tirozin- subclasei membrtii
fosfataze din acelasi
care au grup
acelasi tip de
reziduu
catalitic
nucleofil
Subclasa I Clasice 37 pTyr, PIP
Subclasa Il | Tip VH1 63 pTyr, pSer, pThr,
PIP, altele
(nonproteic)
Clasa I Subclasa III SAC 6 PIP
Subclasa IV PALD1 1 Substrat
necunoscut
Subclasa V INPP4 2 PIP

Subclasa VI | TMEM55 PIP

|
. PGM | | UBASH3 | 2 | pTyr |

1.3 MECANISM DE ACTIUNE

Tirozin-fosfatazele catalizeaza indepartarea gruparii fosfat de pe proteina tirozin-fosforilata
(substrat) printr-un mecanism care implicd doua etape (detaliat in Fig. I-1).
Reactia este initiata de rezuduul catalitic (Cis, Asp sau His, corespunzitor fiecarei familii de

fosfataze), care efectueaza un atac nucleofil asupra gruparii fosfat a substratului, formand astfel



un intermediar tranzient enzima-substrat, care apoi elibereaza substratul defosforilat si formeaza
un compus intermediar, fosfoenzima (numit “phosphoenzyme intermediate” in Etapa I — Step 1,
Fig. I-1). In aceasti etapd, un reziduu de Asp functioneazi ca acid general, deoarece doneazi un
proton gruparii tirozil.

In urmitoarea etapi a reactiei (Etapa a II-a - Step II in Fig. I-1), intermediarul fosfoenzima
este hidrolizat si enzima este recuperatd. Aici, acelasi Asp joacd acum rolul de baza generala,

deprotonand o moleculd de apa, care acum actioneaza ca nucleofil si produce defosforilarea

enzimei.
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Figura I-1. Reprezentarea schematici a mecanismului catalitic al super-familiei PTPazelor
umane (adaptare dupia 7). “Cys-/ Asp-/ His-based phosphatase” este “Cis-/ Asp-/ His-fosfataza”,
“phosphoenzyme intermediate” este “intermediarul fosfoenzima”, iar “Step” este “Etapa”.

1.4 ASPARTIL-PROTEIN-TIROZIN-FOSFATAZELE

Aceastd categorie este reprezentatad doar de proteinele Eyes absent (EYA)". Acestea au

primit numele de “Eyes absent” deoarece In prima caracterizare, efectuatd pe produsul genei eyes
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absent din Drosophila melanogaster, s-a identificat cd gena este esentiala In dezvoltarea normala a
ochiului musculitei'. Pierderea functiei genei ¢ja a generat un fenotip de musculiti adulti careia ii
lipsesc ochii si s-a descoperit ca activitatea eyz este necesara pentru supravietuirea celulelor
oculare progenitoare si mai departe, pentru diferentierea acestor celule. Initial, au fost definite

drept co-activatori ai transcriptiei’”’, dar ulterior s-a descoperit ca acestea poseda si activitate

),2

. . . . 02021 . . . - o
protein-tirozin-fosfatazica™ . Ca si co-activator al transcriptiei, s-a demonstrat cd eyes absent

(¢9a) este membra a unei retele reglatoare de factori de transcriptie si cofactori evolutiv
censervati, numita “retinal determination gene network” (RDGN) in Drosophila, alaturi de “twin
of eyes” (t0), eyeless (¢), sine oculis (s0) si dachshund (da)” . De la insecte la oameni, sunt
familii de gene echivalente - Pax (pentru #gy si ¢)), Szx (pentru s0), Eya (pentru eya) si Dach (pentru
dac) - care constituie reteaua PSED (PSEDN - “Pax-Six-Eya-Dach Network”). Prin interactia cu
multe alte cii de semnalizare (TGF-§; Notch, Hedgehog, Wingless/Wnt, EGFR)” aceasti retea

detine roluri importante in formarea, dezvoltarea $i homeostazia unui numar variat de tesuturi si

. . . . . . . . .30
organe: ochi, rinichi, sistem nervos, urechi, inima, muschi”. Reteaua PSED este de asemenea

31,32

. . o oA A 33 . 34
implicata in cateva procese, cum ar fi formarea membrelor” ", gonadogeneza™ si neurogeneza™ .

Aceastd functie este situata in partea N-terminala a proteinei, o regiune slab conservati’.
Activitatea PTPazica aste localizatd in partea C-terminald a proteinei, care este o regiune inalt
conservatd, denumitd si Eya Domain (ED). Aceastd regiune este de asemena necesard pentru
indeplinirea proceselor de transactivare, fiind capabild sa efectueze interactii proteina-proteind cu
proteinele care leagi acidul deoxyribonucleic (ADN)'”***. Mecanismul PTPazic al Eya implici
doud reziduuri de Asp si un ion de Mg*", drept cofactor. Motivul DxDx(T/V) din ED seamani
cu motivul 1 al superfamiliei HAD. Alinieri de secventa si analize structurale au dovedit ca Eya

este membra a grupului fosfatazelor din aceastd superfamiliezo‘m. Se cunoaste faptul cd activitatea

:38,39

PTPazici a Eya este implicati in repararea ADN-ului™”, angiogenezi® si numeroase procese

. 1—
Cancerlgene4 43.

La vertebrate sunt patru gene omoloage ale ¢ya din Drosgphila, Eyal-4. Mutatii de tip

“pierdere de functie” in genele care codifica pentru proteinele Eyes absent (EY.A7, EY.A4)

44
b

genereaza sindroame congenitale precum sindromul cardiofacial™, sindromul bronhio-oto-

<48

1", sindromul oto-facio-cervical®, cataracta congenitali*’, cardiomiopatie dilaltativi® si debut

rena

tardiv al surzimii* ', Supraexpresia genelor Eyes absent sau a proteinelor EYA a fost detectatd

A A 415
in cancerele de san™”

* si ovarian epitelial“, tumorile lui Wilms™, tumori maligne ale tecii nervilor
. . .55 . 56 . . 57 .. .
periferici™, adenocatrcinoame pulmonare™ si esofagiene”. Toate functiile proteinelor Eya sunt

implicate in procese canceroase.



CAPITOLUL II PROTEOMICA BAZATA PE SPECTROMETRIE DE
MASA

I1.1 CONSIDERATII GENERALE

Proteomica este definitd ca o ramurd a biotehnologiei ce implicd o caracterizare la scard
largi a tuturor proteinelor dintr-o anumiti celuld, anumit tesut sau organism®”. Tehnici precum
biochimia, biologia celulara si moleculard, bioinformatica si genetica, sunt utilizate pentru a
obtine o viziune globala asupra structurilor, functiilor si interactiilor proteinelor dintr-o celula.
Studiile proteomice pot fi abordate din trei perspective majore: expresia proteinelor, proteomica

V(O . - . DR .
a". Proteomica structurald implica determinarea tuturor

structurald §i proteomica functional
proteinelor dintr-un complex proteic sau dintr-un organit celular, identificarea localizarii acestora
si caracterizarea interactiilor proteina-proteina. Obiectivul final in proteomica structurald este
alcdtuirea arhitecturii unei celule si oferirea unor explicatii cu privire la caracteristicile unice
conferite la un moment dat unei celule de citre proteinele exprimate™.

Una dintre cele mai populare tehnologii aplicate in domeniul proteomicii structurale este
spectrometria de masa (MS). O metoda analitica foarte sensibild, spectrometria de masa permite
determinarea de informatii structurale pentru o proteind, cum ar fi secventa de aminoacizi,
masele peptidelor, tipul si localizarea modificarilor (post-translationale), interactii proteina-
proteind, complexe proteice. Ceea ce face ca spectrometria de masd si fie o unealtd foarte
puternica in domeniul proteomicii este faptul ca informatia obtinutdi din analiza prin
spectrometrie de masd a proteinelor poate fi utilizatd si in determinarea profilului de expresie al

proteinelor si toatd informatia obtinutd poate fi integrata in date functionale (cdi de semnalizare

ale proteinelor, mecanisme ale bolilor, interactii proteina-medicament).
Principiu si instrumentatie

Spectrometria de masa este o tehnicd analiticd In care instrumentul méasoard raportul masa-
pe-sarcind (m/z) si intensitatea moleculelor sau particulelor purtitoare de sarcini. Rezultatele
dobandite in urma unei analize de spectrometrie de masa sunt spectrele. Spectrul de masi al unui
compus ionizat este o reprezentare a intensitatii semnalului dat de acesta versus raportul m/z al
acestuia®. Conform principiului descris, un spectrometru de masa este practic alcdtuit din trei
componente: sursa de ioni, analizorul de masa (determina raportul m/z al analitilor ionizati) si
detectorul (Inregistreazi numdirul de ioni pentru fiecare valoate m/z). Pe langi aceste
componente, instrumentul mai trebuie sa contina si un dispozitiv de admisie a probei, iar la final

un computer. Dispozitivul de admisie este un sistem folosit pentru a introduce in sursa de ioni o



cantitate mica din proba ce trebuie analizati. Computerul dispune de un program special, necesar
pentru achizitionarea si procesarea datelor obtinute de la spectrometrul de masi, pentru a le

<61
genera sub forma spectrelor de masa’.

Tehnici ale spectrometriei de masa aplicate in proteomica

Tehnicile ce pot fi abordate in spectrometria de masa depind de tipul de probi pe care o
avem si ce informatie vrem sa obtinem din analiza acesteia. In specrometria de masi aplicatd
proteomicii, exista: i) doua tehnici de baza - bottom-up i top-down - care ofera informatii legate de
structura primard a proteinelor (masa moleculara - MW - secventa de aminoacizi, detectia si
localizarea modificarilor post-translationale) si ii) tehnici structurale, care ofera informatii legate
de structura secundara, tertiard si cuaternara a proteinelor, dinamica conformatiei $i compozitiei
compexelor proteice - spectrometria de masa nativa, cea de tip “cross-linking’ (XL-MS), cea care
implicd schimbul hidrogen/deutetium (bydrogen/ deuterium exchange MS - HDX MS), spectrometria
de masa pe baza mobilitatii ionilor (fon-mobility MS), pe baza etichetirii covalente sau amprentelor

covalente (covalent labeling/ footprinting).

I1.2 FOSFOPROTEOMICA BAZATA PE SPECTROMETRIE DE MASA

Aspecte generale ale analizei prin spectrometrie de masd a modificirilor post-

translagionale

Termenul “modificare post-translationala” (PTM) se refera la un process enzimatic ce are
loc asupra unui lant polipeptidic (proteind) dupi ce translatia acestuia este completi”. Legarea
covalentd a unei grupdri functionale sau indepartarea unei anumite grupdari chimice, o procesare
proteolitici a capitului unei proteine, un process de Impachetare decisiv pentru maturarea
functionala a unei proteine sau o legare covalenta intre domeniile unei proteine, sunt toate PTM-
uri”. Prin intermediul PTM-urilor, un organism exprimi un numir mai mare de proteine
functionale decat ar permite informatia genetica pe care o detine, diversificand astfel proteomul.

In spectrometria de masa, tipul si natura PTM-urilor pot fi dezvaluite prin determinarea
precisa a diferentei de masa dintre forma modificata si nemodificatd a proteinei sau peptidelor
care deriva din aceasta. Pentru a detecta care aminoacid a suferit modificarea, spectrometria de
masd in tandem (MS/MS) este folositd pentru a secventializa peptidele si proteinele. Sunt multe
caracteristici ale PTM-urilor care le fac mai dificil de detectat si de a fi corect atribuite in urma
MS/MS, abundenta scizutd si substoechiometria lor fiind cele mai importante. Labilitatea lor
face ca asignarea corecta sa fie deosebit de dificild, unele pot afecta detectarea peptidelor prin

inhibarea ionizarii, si multe cresc hidrofilicitatea, ceea ce face mai dificild manipularea probei,
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purificarea si chiar legarea de coloanele obisnuite ce sunt utilizate pentru purificarea peptidelor si

separarea acestora inainte de analiza MS/MS®™"

. PTM-urile pot, de asemenea, sa afecteze
eficienta de taiere a proteazelor, conducand la produsi peptidici mari care pot fi problematici in
cazul ionizirii prin electro-spray (ESI) sau analizei MS/MS®,

Detectia PTM-urilor este o oportunitate pentru a identifica mecanisme prin care proteinele
sunt reglate dinamic si, la scara larga (nivel celular), de a obtine informatii calitative si cantitative

importante. Cu toate acestea, analiza lor prin spectrometrie de masa este de multe ori incalcita si

poate conduce la concluzii incorecte legate de datele obtinute.
Metode de imbogitire in fosfoproteomica

Se presupune cia In eucariote, la un moment dat, fosforilarea are loc la o tremie din
numirul total de proteine®. Fosforilarea proteinelor la reziduurile de serini, treonini si tirozind
sunt evenimente cheie implicate in procese de transductie sau amplificare a semnalului in celulele
eucariote”. Fosforilarea proteinelor este un process dinamic, ce implici activitatea
complementard a protein-kinazelor si protein-fosfatazelor”. Fosfoproteomica, ce cuprinde
analiza completd a fosforilarii proteinelor, implicd nu numai identificarea fosfoproteinelor si
fosfopeptidelor, dar si localizarea reziduurilor fosforilate si cuantificarea fosforilarii. Sunt cateva
chestiuni legate de fosforilarea proteinelor in general, si particularititi legate de fiecare dintre cei
trel aminoacizi ce pot fi fosforilati (S, T, Y; fosforilarea la His nu este abordata aici), care fac ca
analiza sa nu fie atat de usor de infaptuit. Tinand cont de acesti factori, au fost dezvoltate si
imbunatitite diverse tehnici de analiza. Strategiile timpurii aplicate pentru localizarea situsirilor
fosforilate implicau secventierea Erdman si maparea fosfopeptidelor cu *P. In cazul
spectrometriei de masa, existd diverse strategii de imbogatire care pot fi cuplate cu metode de
detectie”. Sunt trei metode principale de imbogitire care pot fi aplicate la nivel de proteina sau
peptide:

1. Tehnici bazate pe afinitate: cromatografie de afinitate cu metal imobilizat IMAC),
cromatografie de afinitate cu oxizi metalici (MOAC), Phos-tag, hidroxiapatita;

2. Imunoprecipitare (IP), folosind anticorpi specifici pentru fosforilare;

3. Modificiri chimice (covalente): B-eliminare, condensare carbodiimidicd, «-diazo

rasina, condensare prin oxido-reducere.
I1.3 SPECTROMETRIA DE MASA NATIVA

Spectrometria de masi nativa este o tehnica prin care analitul biologic, aflat intr-un solvent
. A s . . . RRT . 66
nedenaturant, este introdus in instrument prin intermediul ionizarii prin electro-spray”. Astfel,

termenul “nativa” se referd la starea biologica a analitului in solutie, inainte de a fi supus ESI,
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deoarece analitul pierde partial din starea nativa in care este impachetat atunci cand are loc
tranzitia in stare gazoasi si pand la detectie, fiind in vacuumul din analizorul de masa”.
Spectrometria de masa nativa se focuseazd pe investigarea structurilor secundare, tertiare si
cuaternare ale proteinelor, a complexelor proteice si pe interactia acestora cu acizii nucleici
(ADN, ARN, oligonucleotide), cofactori, liganzi, medicamente si alte macromolecule precum

. . .. o . g 68.69
oligozaharidele, eterii coroand sau moleculele macrociclice™”

. Astfel, in domeniul biologiei
structurale, spectrometria de masa nativa este complementara cu metode traditionale precum
rezonanta magneticd nucleara (RMN), microscopia electronici, cristalografia cu raze X, deoarece
poate sa dezviluie atat informatii structurale cat si functionale, legate de interactiile din
complexele proteice si dinamica acestor complexe®.

In combinatie cu alte metode din spectrometria de masa, precum cea care implici schimbul
hidrogen/deutetiu, cea de tip “cross-linking”, cea care implicd etichetare prin legituri covalente,

proteomica de tip “top-down” si “middle-down”""

, spectrometria de masa nativa joaca un rol
unic in biologia structurald prin faptul cd dezviluie nu numai compozitia in detaliu a
complexelor, dar si care sunt consecintele structurale si functionale ale, de exemplu, legarii de

cofactori, liganzi, acizi nucleici, macromolecule chiar si alte complexe proteice.

I1.4 CUANTIFICAREA IN PREOTOMICA BAZATA PE SPECTROMETRIE DE
MASA

Prin evaluarea abundentei proteinelor in diferite conditii, se poate efectua o caracterizare
extensiva a proteinelor relevante biologic si apoi a sistemului biologic din care fac parte. Expresia
diferentiald a proteinelor poate fi semn de stres cauzat de mediu sau mai rdu, semnul unei
conditii patologice. Proteomica cantitativd poate fi utilizata pentru determinarea tiparului de
expresie al unei proteine in conditiile “normal” versus “stresat” sau “sanatos” versus “bolnav”, si
acest lucru o face o unealti valoroasi in domeniul descoperirii de biomarkeri™.

In proteomicd, metodele de cuantificare bazate pe spectrometria de masi evalueaza
abundenta proteinei bazandu-se pe abundenta peptidelor corespunzitoare detectate. Peptidele
proteolitice au cateva proprietati fizico-chimice (ex. hidrofobicitate, sarcind, dimensiune), care le
fac sa genereze semnale foarte diferite in spectrometria de masa; de aceea, pentru o cuantificare
precisd, se recomanda in general compararea fiecirei peptide individuale intre experimente’.
Cuantificarea poate fi realizati prin cateva metode, luand in considerare factorii ce tin de
instrument (parametrii sursei de ioni, eficienta transmisiei si detectiei ionilor, contaminarea) si cei
ce provin de la proba (prepararea probei, stabilitatea si repetabilitatea semnalului; eficienta
ionizarii analitului, concentratia si degradarea; ionizarea, detectia si interferentele spectrale)”.

Aceste metode sunt: cuantificarea de proteine prin etichetare (labeling) (metabolica, chimica,
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enzimatica); cuantificarea fira eticheta (label-free), metoda de monitorizare a unei reactii selectate

(“Selected Reaction Monitoring” - SRM); cuantificarea absoluta.

CAPITOLULIII WDRI1, UN NOU SUBSTRAT AL EYA3

Proteinele Eyes absent poseda functiile de coactivator al transcriptiei si protein-tirozin-
fosfataza pe acelasi lant polipeptidic, ceea ce face studiul lor si mai fascinant. Este bine stabilit
faptul cd proteinele Eya isi exerciti functia de transactivare in nucleu. De la descoperirea
activitatii lor enzimatice, au fost ridicate mai multe intrebari cu privire la eventuala conexiune
dintre cele doua functii, in particular daca activitatea PTPazica a Eya este implicata in functia ei
de transactivare (de exemplu, dacd prin defosforilarea unui substrat specific, Eya ar putea
influenta potentialul ei de transactivare) sau ele sunt independente una de cealalti’”’. In orice caz,
proteinele Eya 1si exerciti activitatea protein-tirozin-fosfatazicd in ambele compartimente,
nuclear si citoplasmatic. Rapoartele descriu multe procese in care este implicata activitatea
PTPazica a EYA dar pentru care nu fost identificate substrate, de exemplu: inducerea

b

transformdrii, migrarea si invazivitatea celulelor de cancer de sin', angiogeneza tumorali cu
consecinte in cresterea tumorilor”.

Pentru a intelege mai bine functia de protein-tirozin-fosfataza a Eya, ar fi foarte importanta
identificarea cat mai multor substrate si determinarea relevantei fiziologice a interactiei. Aici
raportam fosforilarea EYA1, EYAZ2 si EYA3 de catre protein-tirozin-kinaza Src, interactia dintre
doud proteine umane EYA si interactia dintre EYA3 umana si proteina WDR1 (WD repeat-

containing protein 1).
III.1 MATERIALE SI METODE

Materialele necesare au constat in constructi, primeri, anticorpi, enzime, kit-uri, substante si
solutii (avand gradul de puritate biologie moleculara, pentru culturi de celule de mamifer si
bacteriene, pentru expresie si purificare de proteine).

Au fost efectuate urmdtoarele proceduri experimentale si analize: culturi de celule de
mamifer, transfectii, recoltari, lize, imunoprecipitari, expresii si purificiri de proteine din culturi
bacteriene, reactii kinazice iz vitro, teste in vitro de determinare a activitatii protein-tirozin-

fosfatazice, experimente de £nockdown mediate de ARN de silentiere.
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II1.2 REZULTATE $I DISCUTII
I11.2.1 Fosforilarea EYA1, EYA2 si EYA3 de catre protein-tirozin-kinaza Src

EYA1, EYA2 si EYA3 sunt fosforilate de citre Src kinaza si toate poseda capacitate
de autodefosforilare

Un raport anterior a aritat faptul ci proteinele Eya au capacitate de autodefosforilare™, dar
nu au existat studii cu privire la omologii umani. Primele noastre obiective au fost: i) sd aflam
daci proteinele Eyes absent umane sunt tirozin-fosforilate, ii) de citre care kinaza/e si iii) dacd
aceste proteine au capacitate de autodefosforilare.

Am determinat ca trei protein-tirozin-kinaze - Abl, Btk si Stc - fosforileazd EYA3 umana.
Cunoscand faptul cd Src kinaza este implicata in numeroase procese care duc la dezvoltarea
tumorilor (supravietuire, proliferare, migrare, adeziune, invazivitate, metastaza) in variate tipuri
de tumori, joaca rol in tranzitia epitelial-mezenchimala (EMT) a celulelor canceroase si chiar
moduleaza micromediul tumoral, am ales-o pentru studii aprofundate legate de fosforilarea
proteinelor EYA. Am determinat ca EYAT si EYA2 umane au fost de asemenea fosforilate de
Src kinaza. Faptul cd pentru toti cei trei paralogi ai EYA, forma WT prezinta fosforilare mult mai
micd In comparatie cu forma catalitic-inactivd, sugereazia ca PTPazele active au activitate
autocatalitici. Pentru a verifica aceastd ipotezd, am efectuat reactii /# vitro de fosforilare cu Src
kinaza pe EYA3 WT, EYA3 D309N, EYA3 ED si EYA3 AED (Fig. III-1), atat in prezenta cat
si in absenta benzbromaronei (BB), un inhibitor specific al activititii PTPazice a Eya".
Rezultatele indicd faptul cd nivelul redus de fosforilare al EYA3 WT si EYA3 ED este
consecinta autodefosforilarii EYA3. Aceste reactii z# vitro de fosforilare aratd nu numai ca
proteina EYA3 este capabild de autodefosforilare ci si faptul cd Src kinaza fosforileaza atat ED

cat si partea N-terminald a proteinel, iar reziduurile fosforilate pot fi autodefosforilate.

a
6xHis AED ED
N EYA3 WT

EYA3 D309N

| AED EYA3
[ I ED EYA3
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Figura III-1. Fosforilarea in vitro de catre kinaza Src si autodefosforilarea EYA3.
a) Constructii EYA3, exprimati in E. /i si purificati. EYA3 WT umani, secventa intreagd (numar
Uniprot Q99504) si mutantul EYA3 D309N, EYA3 AED si EYA3 ED, sunt toti constructi obtinuti cu
eticheta (tag) de G6xHis in partea N-terminala a secventei acestora (figurd adaptatd din ). b) Tirozin-
fosforilarea 7z vitro a proteinelor 6xHis-EYA3 de citre Src. Proteinele 6xHis-EYA3 au fost incubate cu
Src kinaza activd, ce poartd tag de GST in N-terminal (GST-v-Src), cu i fard 100 uM BB. Figura din 7.

Influenta a doud reziduuri de tirozind din domeniul catalitic al EYA asupra
activitdtii sale protein-tirozin-fosfatazice

Pentru a identifica reziduurile de tirozina ale EYA3 care sunt fosforilate de kinaza Src, am
utilizat programe de predictie si am efectuat si analize preliminare de spectrometrie de masa.

Cu scopul de a valida fosforilarea la aceste reziduuri de tirozind, s-au efectuat cateva
experimente care au implicat EYA3 D309N, in celule HEK293T. Rezultatele arata ca niciunul
dintre reziduurile de tirozind mutate (Y96, Y105, Y208, Y237) nu contribuie la fosforilarea totala
a EYA3 D309N. De asemenea, am testat patru reziduuri de tirozind din ED al EYA3 - Y426,
Y496, Y508 si Y532. Rezultatele indica faptul cd niciunul din aceste reziduuri nu are contributie
majora la fosforilarea EYA3.

Totusi, nivelul de fosforilare al EYA3 Y508F si EYA3 Y532F a fost similar cu cel al EYA3
D309N, mutantul PTP inactiv. Cunoscand faptul cd proteinele EYA au capacitate de
autodefosforilare™, comportamentul EYA3 Y508F si EYA3 Y532F poate fi explicat prin faptul
cd mutatia Y—F a acestor reziduuri specifice scade activiatea autocatalitica. Astfel, am efectuat
teste iz vitro de determinare a activitatii PTPazice pe proteine imunoprecipitate EYA3 intregi

respectiv EYA3 ED, utilizand p-nitrofenilfosfatul (pNPP) ca substrat artificial. Rezultatele arata
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cd oricare dintre mutatiile Y508F sau Y532F genereaza proteine EYA3 intregi sau ED EYA3,
catalitic-inactive.

Din experimentele efectuate, nu putem spune daca Y496, Y508 sau Y532 sunt situsuri de
fosforilare pentru Src. O posibild explicatie poate fi ca fosforilarea reziduurilor din N-terminal
acopera variatia in fosforilare a ED. Asadar, am cautat eventuale variatii in nivelul de fosforilare
numai in ED. Am detectat cd Y508 si Y496 sunt fosfositusuri ale kinazei Src.

Ambele reziduuri Y508 si Y532 sunt conservate printre proteinele Eyes absent de la
mamifere si Drosophila, de aceea am evaluat daca activitatea catalitica a altor membrii EYA este
influentatd de mutatia Y—F a acestor doud reziduuri. In acest scop, am folosit constructi ce
codificau pentru EYAT si EYA2 care si contind mutatii corespunzatoare lui Y508 (Y494F
pentru EYA1 si Y473F pentru EYA2) si Y532 (Y518F pentru EYA1 si Y497F pentru EYA2)
din EYA3. Surprinzitor, mutatiile Y494F si Y518F nu inactiveazd fosfataza EYAT. In ceea ce
priveste EY A2, rezultatele Western blot cuantificate arata ca mutatia Y473F scade capacitatea de
autodefosforilare a EYA2 (si astfel activitatea PTPazicd), in timp ce Y497F nu o afecteaza.
Controlul direct sau indirect pe care il au aceste doua reziduuri de tirozina asupra activitatii

PTPazice a EYA pare ci este specific pentru fiecare proteind umana EYA.

EYA3 Y508F si EYA3 Y532F se comportd ca mutanti cu capacitate de prindere a
substratului

Am decis sd ne folosim de capacitatea de autodefosforilare a EYA, demonstrata atat mai
sus, cat si intr-un studiu ce implici alte proteine Eya®, pentru a investiga daci cei doi mutanti
Y—F ai EYA3 au capacitate de prindere a substratului (#rapping capacity), testand dacd acestia pot
interactiona si prinde alta proteind EY A3 inactiva.

Am determinat ca EYA3 Y508F si EYA3 Y532F interactioneaza cu, si prind EYA3
D309N cu o afinitate similara proteinei EYA3 D311N (Fig. III-2a), mutantul despre care se
cunoaste ci are capacitate de prindere a substratului (#rapping mutand)®. Intr-un experiment
similar, mutatia Y508F adaugati mutantului EYA3 D309N (constructul EYA3 D309N Y508F),
a transformat proteina, care era incapabild de captare, Intr-un mutant cu capacitate de prindere
eficientd (Fig. I1I-2b). Prinderea EYA3 D309N de catre EYA3 Y508F are loc numai in cazul co-
expresiei Src, indicand cd interactiunea dintre doua molecule EYA depinde de inducerea tirozin-
fosforilarii lor (Fig. III-2b). Aceste ultime doud experimente dovedesc ca EYA3 Y508F si EYA3
Y532F sunt proteine cu capacitate eficientd de prindere a substratului si pot fi folosite ulterior in

studii functionale pentru cautarea de noi substrate ale fosfatazei EYA3.
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Figura III-2. EYA3 Y508F si EYA3 Y532F se comportd ca mutanti cu capacitate de
prindere a substratului.

Celule HEK293T au fost co-transfectate tranzient cu vectori ce codificd pentru kinaza c-Src Y527F si
perechi de proteine EYA3 cu etichete diferite: a) VSV-G-EYA3 D309N (momeala) si proteine c-myc-
EYA3 cu mutatii singulare (D311N, Y508F sau Y532F) si b) VSV-G-EYA3 WT si D309N drept
momeald, cu c-myc-EYA3 WT/D309N/Y508F/D309N Y508F. Figurile sunt adaptate dupa 7.

Pentru a determina care regiuni din proteina EY A participa la reactia de autodefosforilare,
am co-exprimat VSV-G-EYA3 Y508F cu diferite fragmente ale EYA, cu eticheta de c-myc — N-
terminalul (EYA3 AED) si ED (WT/D311N/Y508F). Rezultatele arati cd interactia
intermoleculara este conditionata de prezenta ED in ambele molecule si cda AED nu este necesar
pentru ca reactia sia aibd loc (Fig. IlI-3a). Un alt experiment de imunoprecipitare din celule
HEK293T, in care VSV-G-EYA3 ED Y508F a fost co-exprimat cu c-myc-EYA3 Y508E (care
imita sarcina negativa datd de fosforilare) cu si fara Src, a demonstrat ca interactia dintre ED
EYA3 si proteina EYA3 intreaga, este conditionate de fosforilarea lor (Fig. I1I-3b).

Odatd ce am determinat conditiile pentru interactia EYA3-EYA3, am dorit si verificim
daci interactia poate avea loc intre doi membrii diferiti ai familiei de proteine EYA umane. Am
verificat dacd EYA3 interactioneaza cu EYAT, in celule HEK293T. Rezultatele arati ca EYA1
D297N nu este capabili sa prinda EYA3 Y508F. Lipsa interactiunii dintre EYAT si EYA3 indica

faptul cd interactia EYA-EYA are loc numai intre acelasi tip de paralogi.
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Figura III-3. Interactia dintre EYA3, proteina cu secventa intreagi, si fragmente ale EYA3
(AED, ED).
a) VSV-G-EYA3 Y508F a fost co-exprimati tranzient cu c-Src Y527F si diferite fragmente, etichetate cu
c-myc, ale proteinei EYA3 (AED, ED WT, ED D311N si ED Y508F), in celule HEK293T. b) VSV-G-
EYA3 ED Y508F si c-myc-EYA3 Y508E au fost co-exprimate cu si fard c-Src Y527F, in celule
HEK?293T. Figurile sunt adaptate dupi 7.

II1.2.2 Interactia dintre EYA3 gi WDR1

Pentru a identifica noi substrate pentru EYA3, s-a alcatuit un profil al activitatii protein-
tirozin-fosfatazice pe microarray de peptide, de citre JPT Peptide Technologies, folosind His-
EYA3 WT purificata din bacterii, activd ca protein-tirozin-fosfataza (experiment descris de Dr.
Mihaela Mentel in Teza dumneaei de Doctorat si in”). Au fost testate 6207 de peptide cu un
reziduu de tirozina fosforilat (pY) (lungimea de 13 aminoacizi, cu pY in mijlocul secventei),
derivate de la proteine umane tirozin-fosforilate. Dintre acestea, 68 de fosfopeptide au fost

defosforilate peste 75%, in timp ce 7 dintre ele au fost defosforilate 100%.
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Avand rezultatele de la profilul activitatii protein-tirozin-fosfatazice a EYA3, am ales o
proteind drept substrat candidat, bazandu-ne pe datele publicate despre implicatiile celulare ale
activitatii enzimatice a EYA. Din cele 7 fosfopeptide care au fost defosforilate 100% de EYA3, a
fost aleasd pentru investigatii cea corespunziatoare proteinei ce contine secvente repetitive WD
(WD repeat-containing protein 1, pe scurt WDR1). WDRI1 este o proteina citoscheletica ce se
asociazd cu cofilina si ii imbunititeste capacitatea de dezasamblare a filamentelor de actina™.
Este implicatd in reglarea dinamicii citoscheletului actinic cortical (localizeaza cofilina la nivelul
domeniilor de actini corticald - cortical actin patches)™ si migrarea celulari directionala™.
Fosfopeptida corespunzatoare din microarray, AHDGGI-pY-AISWSP, contine reziduul Y238.

Pentru a valida rezultatele obtinute in experimentul de microarray (pe un model celular),
prima oard am fost interesati sa obtinem WDR1 WT tirozin-fosforilat. In acest scop, am co-
exprimat WDRI1 si Src in celule HEK293T. Rezultatele Western blot au indicat ca WDR1 WT
este fosforilat de Src si Y238 este unul dintre reziduurile ce sunt fosforilate (Fig. 111-4a). Stiind
aceste lucruri, in celule HEK293T a fost efectuat un experiment care viza testarea defosforilirii
fosfo-WDR1 WT de citre EYA3 endogena. WDR1 WT si Src au fost co-exprimate si 24 h post-
transfectie, fie benzbromarona (inhibitor specific al activititi PTPazice a EYA)", fie PP2
(inhibitor al familiei de kinaze Src)™ sau ambele, au fost adaugate in mediul proaspit al celulelor.
Rezultatele indica faptul ca EYA defosforileaza phospho-WDR1 WT (pY-WDR1 WT) cand Src
este inhibat de PP2 si constituie un argument important in favoarea ipotezei cd WDR1 WT

tirozin-fosforilat este substrat al PTPazei EYA3 (Fig. 111-4b).
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Figura III-4. WDRI1 este tirozin-fosforilatd de citre kinaza Src si defosforilatd de EYA3
endogena.
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a) VSV-G-WDR1 WT respectiv Y238F au fost co-exprimate tranzient cu sau fard c-Src Y527F, in celule
HEK293T. Tirozin-fosforilarea a fost cuantificata folosind programul ImageJ8!. Valoarea obtinutd pentru
WDR1 Y238F (pWDR1 Y238F/WDR1 Y238F) a fost normalizatd la cea pentru WDR1 WT
(PWDRIWT/WDR1WT).

b) VSV-G-WDR1 WT si c-Src Y527F Y238F au fost co-exprimate tranzient in celule HEK293T si 24 h
post-transfectie, celulele au fost tratate cu DMSO, benzbromaroni (notata aici B), PP2 sau ambele - B si
PP2 - pentru 20 h. Benzile au fost cuantificate folosind programul Image]8!. Graficul indica intensitatile
relative ale VSV-G-WDR1 WT (pWDR1/WDR1) din fiecare din cele patru probe, normalizate la
intensitatea relativdi obtinuta in proba tratatd cu DMSO. Valorile reprezintd media = SD a trei
experimente independente.

Figurile sunt adaptate dupa 7.

Pentru a verifica ipoteza ca WDR1 WT este substrat al EYA3, am verificat mai departe
daci WDR1 WT si EYA3 interactioneaza una cu alta. In Fig, 111-5a, WDR1 WT este captat de
EYA3 Y508F (inactiv ca PTPazd si mutant cu capacitate de prindere a substratului) numai in
prezenta kinazei Src (cand WDR1 WT este fosforilat), indicand faptul ca tirozin-fosforilarea este
o conditie esentiala pentru ca interactia sa aiba loc. Nici EYA3 WT si nici mutantul inactiv
EYA3 D309N nu au putut capta WDR1 WT (Fig. III-5a). Proteina a interactionat si a putut fi
imunoprecipitatd cu aceeasi afinitate, de toti mutantii EYA3 care au capacitate de prindere a

substratului - D311N, Y508F si Y532F (Fig. I1I-5b).
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Figura III-5. WDR1 WT fosforilat de Stc este imunoprecipitat de mutantii EYA3 ce au
capacitate de prindere a substratului.
a) VSV-G-WDR1 WT a fost co-exprimat In celule HEK293T cu diferite proteine c-myc-EYA3 (EYA3
WT, D309N si Y508F) cu si fara c-Src Y527F. b) Constructi care codifica pentru VSV-G-WDR1 WT, c-
Src Y527F si diferite proteine c-myc-EYA3 (EYA3 Y508F, D311N si Y532F) au fost transfectati in
celule HEK293T. Figurile sunt din 7.
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Avand in vedere implicatiile EYA3 in procese tumorigene, in special in celulele cancerului
mamar, am investigat daca interactia EYA3-WDR1 WT poate avea loc si in astfel de celule, in
particular in celule MCF-7. Rezultatele Western blot aratd ca EYA3 Y508F, insa nu EYA3 WT,
poate capta pY-WDR1 WT. Un alt tip de verificare efectuata in celulele MCF-7 a aratat ca
tirozin-fosforilarea WDR1 endogend a crescut considerabil in celulele in care expresia EYA3 a
fost diminuata.

Deoarece proteinele EYA (EYA1-4) au domeniul catalitic foarte bine conservat, am vrut sa
determinim daca pY-WDR1 WT poate fi defosforilat de alti membrii ai familiet EYA umane.
WDR1 WT si c-Src Y527F au fost co-exprimate tranzient impreuna cu proteinele EYA1, EYA2
sau EYA3, in celule HEK293T. Interactia puternica dintre WDR1 si EYA3, lipsa interactiei cu
EYAT si interactia slabd cu EYA2 sugereaza cd interactia EYA-WDRI1 este paralog-specifica,
favorizand EYA3.

II1.3 CONCLUZII

1. EYAS3 este tirozin-fosforilatd de catre kinazele Src, Abl si Btk.

2. EYAL, EYA2 si EYA3 sunt tirozin-fosforilate de catre kinaza Src §i au capacitate de
autodefosforilare.

3. Kinaza Src fosforileaza partea N-terminald a EYA3 precum si ED, iar reziduurile pot fi
autodefosforilate.

4. Introducerea mutatiilor singulare Y—F (Y96, Y105, Y208 sau Y237) in secventa
mutantului inactiv EYA3 D309N nu scade nivelul tirozin-fosforilarii in cazul co-expresiei cu c-
Src Y527F in celule HEK293T.

5. Introducerea a patru mutati Y—F (Y426F Y496F Y508F Y532F) in secventa EYA3
D309N nu scade nivelul tirozin-fosforilarii in cazul co-expresiei cu c-Src Y527F in celule
HEK293T.

6. Doui reziduuri de tirozina din partea C-terminala a EYA3 (ED), ce are grad mare de
conservare, influenteaza activitatea sa protein-tirozin-fosfatazica. Mutatia lui Y508 sau a lui Y532
la fenilalaninig, in EYA3 WT sau EYA3 ED WT, le aboleste activitatea catalitica.

7. Y508 si Y496 ale EYA3 sunt situsuri de fosforilare pentru Src, iar Y508 este, in plus,
situs de autodefosforilare.

8. Introducerea mutatiei Y—F corespunzitoare lui EYA3 Y508F in EYA1 (Y494F) nu
aboleste activitatea PTPazicd, dar scade capacitatea de autodefosforilare a EYA2, scazandu-i
astfel si activitatea PTPazica (Y473F). Cu toate acestea, niciuna dintre mutatiile Y—F din EYA1

(Y518F) sau EYA2 (Y497F), corespunzatoare lui EYA3 Y532F, nu le abolesc activitatea
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PTPazica. Influenta celor doua reziduuri de tirozina asupra activitatii PTPazice a EYA pare si fie
specifica fiecarei proteine EYA umana.

9. EYA3 Y508F si EYA3 Y532F interactioneaza cu, si prind EYA3 D309N intr-o maniera
similard mutantului EYA3 D311N, dovedind ca ambii mutanti Y—F pot fi folositi drept
protein-tirozin-fosfataze EY A3 ce au capacitate de prindere a substratului, in studii functionale si
in studii de identificare a substratelor.

10. Interactiunea dintre doud molecule EYA3 este conditionata de prezenta ED-ului in
ambele proteine si are loc numai in prezenta tirozin-fosforilarii induse de Src.

11. EYA1 nu interactioneaza cu EYA3. Interactiunea EYA-EYA este paralog-specifica.

12. Proteina WDRI1 este tirozin-fosforilata de kinaza Src si Y238 este unul dintre situsurile
de fosforilare.

13. Tirozin-fosforilarea WDR1 este crescuta in celule in care activitatea fosfatazici a EYA3
este inhibatd (HEK293T) sau in care expresia EYA3 este inhibati cu ajutorul ARN-ului de
silentiere pentru EYA3 (MCF-7).

14. EYA3 interactioneazd cu WDR1 WT numai in cazul tirozin-fosforilirii induse de Src
asupra proteinei citoscheletale.

15. Proteina WDR1 este substrat al EYA3, insd nu si al fosfatazei EYAL. Interactiunea

dintre EYA2 si WDRI1 este mult mai slaba, in comparatie cu EYA3.

CAPITOLUL IV ANALIZA PRIN SPECTROMETRIE DE MASA A
TIROZIN-FOSFORILARII EYA3 DE CATRE KINAZA SRC.
IMPLICATII LA NIVEL CELULAR.

Stc este una dintre ce el mai studiate protein-tirozin-kinaze, activarea ei fiind raportata in
peste 50% din tumorile din ficat, pancreas, colon, sin si pliman®. Am demonstrat ci Src
fosforileaza EYA1l, EYA2 si EYA3 umane si cd aceste proteine sunt capable de
autodefosforilare. Aceste date indica faptul ca fosforilarea EYA de cétre Src si autodefosforilarea
EYA pot fi implicate in reglarea unor procese fiziologice sau in generarea si/sau mentinerea
unor conditii patologice. Prin intermediul autodefosforilarii, proteinele EYA ar putea fi capabile
s isi contoleze si regleze rolurile in procesele celulare, dar exista putina informatie (prezentata in
capitolul anterior) despre reziduurile specifice care sunt fosforilate de Src si niciuna legata de
madsura in care acestea sunt modificate sau de dinamica echilibrului fosforilare/ defosforilare.

Aici am combinat doud tehnici de spectrometrie da masa - nativa si de tip bottom-up —
pentru a caracteriza tirozin-fosforilarea EYA3 de citre Src kinaza si autodefosforilarea EYA3.

De asemenea, am evaluat contributia la fosforilarea totald a EYA3 pentru unele dintre reziduurile
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de fosfotirozina identificate. Implicatiile in proliferarea celulelor HEK293T, MCF-7 si MDA-
MB-231 si invazivitatea celulelor MCF-7 au fost investigate pentru trei dintre reziduurile de
fosfotirozina detectate. S-a facut si o comparatie intre tiparul de fosforilare a trei proteine EYA3,
in HEK293T si MCF-7, prin spectrometrie de masi de tip bottom-up. In final, s-a folosit o
metodd bioinformaticd pentru a stabili gradul de conservare pentru situsurile de tirozina din

EYA3 identificate aici ca fiind fosforilate.

IV.1 MATERIALE SI METODE

Materialele necesare au constat in constructi, primeri, anticorpi, enzime, kit-uri, substante
(avand gradul de putitate biologie moleculard sau cromatografie de lichide/spectrometrie de
masd, pentru: culturi de celule de mamifer si bacteriene, pentru expresie si purificare de proteine,
analize de peptide prin cromatografie de lichide cuplati cu spectrometrie de masa - nL.LC-MS/MS
- si de proteine prin spectrometrie de masi nativa).

Urmatoarele proceduri experimentale si analize au fost efectuate: expresie si purificare de
proteine din culturi bacteriene, culturi de celule de mamifer, transfectii, recoltiri si lize,
imunoprecipitdri, reactii kinazice 7z vitro, teste cinetice, teste 7 vitro de determinare a activitatii
protein-tirozin-fosfatazice, spectrometrie de masa nativa (ESI-MS), respectiv de tip bottom-up
cuplatd cu cromatografie de lichide, imbogatire de fosfopeptide utilizand TiO,, teste MTS (de
viabilitate celulard), teste de analizd a distributiei ciclului celular si de proliferare (ce implicd
marcarea celulelor cu CFSE) - ambele analizate prin citometrie in flux - teste de invazivitate,

alinieri de secvente efectuate utilizaind programe bioinformatice.

IV.2 REZULTATE $I DISCUTII

IV.2.1 Analiza prin spectrometrie de masa nativa a EYA3 si a fosforilarii in vitro a
acesteia de catre kinaza Src

Analiza EYA3 prin spectrometrie de masa nativa

Interactia dintre doud molecule EYA3 este mediatd de partea C-terminala (ED) a fiecarei
proteine si are loc atunci cand este indusa tirozin-fosforilarea lor. In cazul fosforilirii EYA3 de
citre Src, am folosit prima oara tehnica spectrometriei de masa nativa pentru a evalua dinamica
celor doud procese opuse (tirozin-fosforilarea si autodefosforilarea) la nivelul proteinei intacte.
In acest scop, initial am caracterizat comportamentul in spectrometria de masi nativd a celor
doud proteine EYA3 care urmau sa fie folosite in experimentele de fosforilare - 6xHis-EYA3

WT st 6xHis-EYA3 D311N (Fig. IV-1).
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Figura IV-1. Analiza 6xHis-EYA3 WT si 6xHis-EYA3 D31IN prin spectrometrie de masa
nativa.

Spectrul original al 6xHis-EYA3 WT (a) si 6xHis-EYA3 D311N (c) la pH 6.8, cu imaginile focalizate pe o
anumitd zond, in b) respectiv d), care sunt spectre adnotate.

23



Masele moleculare ale proteinelor EYA3 pot fi calculate cu precizie (folosindu-ne de valorile m/z ale
tuturor sarcinilor identificate pentru acea proteina, evidentiate aici in violet) si valorile obtinute corespund
secventelor de proteine carora le lipseste Met start: 65611.22 £ 0.9 Da pentru 6xHis-EYA3 WT si
65608.09 * 1.1 Da pentru 6xHis-EYA3 D311N. Masele moleculare teoretice ale proteinelor purificate
sunt: 65742.1 Da (6xHis-EYA3 WT) si 65741.1 Da (6xHis-EYA3 D311N).
In spectrele adnotate ale 6xHis-EYA3 WT (b) si 6xHis-EYA3 D311N (d):
masa moleculard (MW) calculata 47075.05 £ 0.2 Da (sarcini evidentiate in roz), reprezentind
homo-trimerul proteinei saperon (chaperone) Skp, al cirui monomer este evidentiat mai bine in d)
si care a avut MW calculatd de 15691.49 £ 0.87 Da (ii lipsesc primii 20 de aminoacizi).
- MW calculata 68983 £ 0.2 Da (sarcini evidentiate in verde), reprezentind proteina saperon
DnakK, cireia 1i lipseste Met start.
- anvelopa de sarcini pentru complexul dintre EYA3 si trimerul de Skp (sarcini evidentiate in
albastru), pentru care MW s-a calculat in Fig. IV-2.
In imaginile din b) si d), ce contin un interval m/z ingust, corespunzitor sarcinii 16+ a fiecirei proteine
EYA3, doud varfuri (peaks) majore pot fi observate, iar acestea corespund la doud proteoforme ale EYA3:
- EYAS3 cu prima Met clivati: m/z de 4101.72 in b) si 4101.50 in d)
- moleculelor acetilate ale EYA3 ce are prima Met clivatd (stea verde deasupra varfului
corespunzitor): m/z de 4104.27 in b) si 4104.13 in d). MW calculatd pentru proteina 6xHis-
EYA3 WT acetilatd este 65652.45 £ 0.3 Da si 65650.82 £ 2 Da pentru proteina 6xHis-EYA3
D311N acetilata.

Ambele proteine au fost exprimate in sistem procariot, apoi purificate la grad inalt de
puritate. Masele lor moleculare au fost calculate bazandu-ne pe valorile m/z ale varfurilor
contigue din anvelopa sarcinilor (Fig. IV-1). Masele moleculare corespund secventelor
proteinelor 6xHis-EYA3 cirora le lipseste Met start. Datoritd rezolutiei mari a spectrometrului
de masa, spectrele din nativ ale ambelor proteine dezvaluie o insusire interesanta: sunt doud
proteoforme pentru EYA3 (vezi imaginile focusate din Fig. IV-1b si 1d, pentru z = 16+). Pentru
a clucida originea celei de-a doua forme moleculare (m/z de 4104.27 pentru WT si 4104.13
pentru D311N), am efectuat analize suplimentare de spectrometrie de masa de tip bottom-up.
Rezultatele aratd ca reziduul de Ser ce urmeaza dupa Met start (indepirtatd), a fost acetilat in
timpul expresiei in sistem procariot.

O analiza atenta a spectrelor ESI-MS (Fig. IV-1) a dezvaluit alte doua tipare de proteine
ionizate, ceea ce indicd faptul ca in probele de EYA3 mai sunt prezente inca doud proteine.
Pentru a identifica aceste doua proteine, am supus probele de proteind purificatd unui protocol
de digestie din gel, urmat de o analizi n.C-MS/MS. Doui proteine saperon au fost identificate:
Skp si DnaK (Fig. IV-1). Acoperirea de secventa pentru Skp indica faptul ca saperonului i lipsesc
primii 20 de aminoacizi din partea N-terminald. Din calculele precise efectuate din datele de
spectrometrie de masid nativa, am determinat cd Skp se prezintid ca homotrimer cu exact 20 de
aminoacizi lipsd, din fiecare monomer. Atunci cand se aplica o energie mai mare probei, trimerul
de Skp disociaza in monomer si dimer.

Optimizari ulterioare ale instrumentului Orbitrap™ EMR, astfel incat si se poati
achizitiona spectre de la valori m/z mai mari, ne-au condus la identificarea unei alte distributii de

sarcind. Masa moleculara calculata denota prezenta complexului dintre EY A3 si trimerul de Skp,
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notat mai departe ca EYA3-(Skp), (Fig. IV-1b st 1d). Atunci cand se aplica o energie mai mare,
complexul disociazd in monomer de Skp si complexul EYA3 cu dimerul de Skp.

Din analiza ESI-MS a ambelor proteine EYA3 se poate observa cd EYA3 este atat liberd in
solutie (sub forma de monomer) cat si in complex cu trimerul de Skp. Intrebarea care apare este
dacd Skp se leagi preferential de unul dintre domeniile EYA3, impiedicand astfel fosforilarea
unor reziduuri. Pentru a elucida acest aspect, pe langa EYA3 WT si EYA3 D311N, prezenta Skp
a fost cautata si in alte proteine purificate EYA3: EYA3 D309N, EYA3 AED WT (N-terminalul
EYA3) si EYA3 ED WT. Prezenta Skp a fost confirmati prin analiza nl.C-MS/MS, dupi
supunerea benzii respective de proteina (dintr-un gel tip SDS-PAGE) unui protocol de digestie
din gel. Rezultatele de la toate cele cinci proteine dezvaluie faptul ci Skp se asociaza atat cu
proteina intreaga cat si cu domeniul N-terminal al EYA3. Astfel, prezenta domeniului N-terminal
pare sa fie esentiala in formarea complexului.

Am incercat sa exprim EYA3 WT respectiv D311N intr-o tulpina bacteriand in care gena
pentru Skp a fost scoasa (MC 4100 ASkp). Analiza Western blot folosind anticorp anti-EYA3 a
indicat cd niciuna dintre proteinele EYA3 nu s-a exprimat, sugerand c4, in absenta saperonului
Skp, EYA3 este instabila si nu poate fi exprimatd ca proteina solubila. Folosind programul
PrDos™, am efectuat o predictie a gradului de dezordine pentru EYA3 si rezultatele au indicat
faptul ca regiunea N-terminala este foarte dezodonata (Fig. IV-2). Aceastd descoperire, si faptul
ca EYA3 nu a putut fi exprimata in celule MC 4100 ASkp, sugereaza ca Skp are rol in stabilizarea
EYA3, atagandu-se de structura dezordonatd a partii N-terminale. Probabil ca in absenta Skp
regiunile dezodonate ale EYA3 sunt expuse proteazelor, conducand astfel la degradarea EYA3
prin proteoliza.

Nu am putut identifica niciun complex intre EYA3 si DnaK.

+ MEEEQDLPEQ PVKKAKMQES GEQTISQVSN PDVSDQKPET SSLASNLEMS B
=t EEIMTCTDYI PRSSNDYTSQ MYSAKPYAHI LSVPVSETAY PGQTQYQTLQ 0
1w QTQPYAVYPQ ATQTYGLFPE GALWPGMKPE SGLIQTPSES QHSVLTCTTG 150
151 LTTSQPSPAH YSYPIQASST NASLISTSST IANIPAAAVA SISNQDYPTY 200
21 TILGONQYQA CYPSSSEGVI GQTNSDAEST TLAATTYQSE KPSVMAFPAEA Ee
st AQRLSSGDES TSPSLSQTTP SKDTDDQSRK NMTSKNRGKR KADATSSQDS 300
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Figura IV-2. Reprezentare a profilului de dezordine al EYA3 WT®0:
Predictia gradului de dezordine al EYA3 WT, folosind PrDos®, la 5% ratd de fals pozitive, mapat pe
secventa proteinei (rosu/ negru - deasupra/ dedesubtul pragului de dezordine).
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Analiza prin spectrometrie de masa nativa a tirozin-fosforilirii in vitro a EYA3 de
citre Src

Avand datele de spectrometrie de masd nativd pentru cele doud proteine purificate, am
detectat cate situsuri de tirozini din EYA3 sunt fosforilate de Stc. In acest scop, fiecare din
proteinele EYA3 purificate au fost fosforilate 7z vitro si apoi probele au fost analizate prin
spectrometrie de masa nativa. Pe scurt, 6xHis-EYA3 WT si 6xHis-EYA3 D311N au fost fiecare
incubate cu Src (GST-v-Src) si ATP, pentru 5 min respectiv 2 h. In cazul incubarii cu Src si ATP
pentru 2 h, doar molecule cu un singur reziduu fosforilat au fost detectate (Fig. IV-3a comparativ
cu IV-3c). Atunci cand a fost fosforilata EYA3 D311N, forma inactiva ca si PTPaza, dupi doar 5
min au fost detectate molecule cu pani la trei reziduuri fosforilate. In orice caz, dupi 2 h, s-au
putut detecta molecule ale EYA3 D311IN cu pand la 12 reziduuri fosforilate (Fig. IV-3b
comparativ cu IV-3d). Diferenta dintre comportamentul EYA3 WT si cel al EYA3 D311N,
atunci cand sunt fosforilate, evidentiaza importanta activitatii ED in controlarea fosforilarii

EYA3.
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Figura IV-3. Analiza prin spectrometrie de masa nativa a proteinelor EYA3 WT si D311N
inainte gi dupa fosforilarea de citre Src®.

27



Spectrul de masd nativ al 6xHis-EYA3 WT (a) si 6xHis-EYA3 D311N (b) purificate, cu imaginile
focalizate pe sarcina 16+. Aceste spectre sunt comparate cu cele obtinute in reactiile de fosforilare i vitro
(v-Src, ATP) ale 6xHis-EYA3 WT (c) si 6xHis-EYA3 D311N (d).

c) Varfuri adiacente ale anvelopei de sarcini ale 6xHis-EYA3 WT dupa 2 h de tirozin-fosforilare.
Focalizare pe sarcina 16+: au fost detectate molecule nefosforilate (m/z = 4101.74, respectiv 4104.30
pentru cele acetilate) si molecule cu un singur reziduu fosforilat (P, m/z = 4106.89)

d) Spectrul de masd nativ al 6xHis-EYA3 D311N, dupi 2 h de tirozin-fosforilare. Focalizare pe sarcina
16+: au fost detectate molecule cu pand la 12 reziduuri fosforilate (P pand la 12P). Moleculele acetilate au
acelasi numir maxim de reziduuri fosforilate.

Dinamica fosforilarii EYA3 de citre Src si a autodefosforilirii acesteia, analizate
prin spectrometrie de masa nativa

Am folosit avantajele oferite de spectrometria de masa nativa pentru a investiga dinamica
glabala a tirozin-fosforilirii si autodefosforilarii EYA3. Experimentul a constat intr-un set de
reactii in care mutantul inactiv si tirozin-fosforilat al EYA3 a fost defosforilat direct de catre
EYA3 WT (Fig. IV-4a). Am cuantificat datele brute de spectrometrie de masd nativi,
corespunzatoare moleculelor de 6xHis-EYA3 D311N ce purtau sarcina 16+, din fiecare reactie
(Fig. IV-4b). Am observat o crestere in fosforilare pentru EYA3 D311N de la 5 min la 4 h de
incubare cu Stc. In proba incubati pentru doud ore cu EYA3 WT, nu s-a detectat niciun semnal
pentru moleculele cu cel mai mare numar de grupari fosfat (7 pana la 9) si semnalul a scazut
pentru cele care purtau intre sase si doud grupari fosfat. Formele monofosforilate au fost cele
mai abundente, dar foarte important, intensitatea moleculelor nefosforilate a crescut semnificativ,
ele devenind a doua cea mai abundentd forma a EYA3. Cuantificarea proteoformelor acetilate ale
EYA3 din cele patru probe a dezvaluit un comportament similar. Aceasta demonstreaza ca
acetilarea nu impiedica fosforilarea EYA3. Comparand rezultatele probei “2 h/Src + 2 h/EYA3
WT” cu cele ale probei “4 h/Stc”, putem concluziona ¢ EYA3 WT a defosforilat direct EYA3

inactiva, tirozin-fosforilata.
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Figura IV-4. Dinamica tirozin-fosforilarii EYA3 de catre kinaza Src si a autodefosforilarii
acesteia, analizate prin spectrometrie de masa nativas0.
a) Schema experimentului: 6xHis-EYA3 D311N a fost fosforilat iz vitro de citre Src pentru 2 h §i o probi
a fost colectatd dupa 5 min de la startul reactiei. Dupa cele 2 h, o alti probi a fost colectata, iar restul
reactiei a fost impartit in doud: o jumatate a fost incubatd pentru incd doud ore si In cealalti am adaugat
EYA3 WT si am incubat-o tot pentru 2 h. Toate reactiile au fost efectuate la 30°C. b) Cuantificarea
datelor brute corespunzitoare moleculelor de 6xHis-EYA3 D311N care au sarcina 16-+.

In cazul complexului EYA3 D311N-(Skp), s-a observant un comportament similar cu
proteina EYA3 D311N monomer. Subliniem cd, desi Src a fost activd in timpul celor 2 h de
incubare cu EYA3 WT mentionate, asadar ambele reactii opuse au avut loc simultan,

defosforilarea EYA3 D311N a fost evidenta.

IV.2.2 Detectia reziduurilor de tirozina ale EYA3, fosforilate de catre Src, si identificarea

situsurilor de autodefosforilare ale EYA3

Fosforilarea EYA3 de catre Src si autodefosforilarea EYA3 sunt doud procese opuse, care,
cel putin zz vitro, au loc simultan. Prin urmare, analiza lor detaliatd necesita separarea acestora.
Initial, am investigat tirozin-fosforilarea cu Src utilizand forma catalitic-inactiva, EYA3 D311N.
Apoli, pentru a studia autodefoforilarea, am folosit forma WT a EYA3. Pentru ca este activa ca
PTPaza, cand este incubatd cu Src si ATP putem observa care reziduuri au fost defosforilate si
variatia In timp a nivelului de fosforilare pentru reziduurile care incd sunt fosforilate. Pentru
scopul nostru, am efectuat un set de reactii zz vitro, iar probele au fost analizate prin spectrometrie
de masa tip bottom-up, folosind HCD ca metoda de fragmentare.

Fosforilarea la diverse momente de timp a EYA3 D311N a dezviluit cinci reziduuri de
tirozina fosforilate dupa 5 min de reactie (Y72, Y77, Y96, Y105, Y237) si unsprezece reziduuri
dupa 6 h (Y67, Y72, Y77, Y90, Y96, Y105, Y108, Y208, Y237, Y426, Y532) (Fig. IV-5a). Toate
reziduurile de tirozina detectate au fost fosforilate in 30 min de incubare cu Src, dar evolutia lor
in timp este diferita.

Fosforilarea la diverse momente de timp a EYA3, de catre Src (Fig. IV-5b), a dezvaluit
patru reziduuri de tirozina fosforilate dupa 5 min (Y77, Y96, Y105 si Y237). Aceleasi reziduuri au
fost detectate dupd 6 h. La momentul de timp 30 min si chiar si 2 h, Y72 a fost de asemena
identificat drept fosforilat, dar acest reziduu a fost defosforilat in cele din urma. Cele sapte
reziduuri - Y67, Y72, Y90, Y108, Y208, Y426, Y532 - cate nu au fost detectate aici, dar au fost
identificate in cazul fosforilarii EYA3 D311N de catre Stc, pot fi considerate principalele situsuri

de autodefosforilare.
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Figura IV-5. Reziduurile de tirozini Src-fosforilate ale EYA3 si reziduurile ce sunt
autodefosforilates0.

a) si b) Rezultate obtinute dupi analiza nLC-MS/MS urmati de interpretarea datelor, cuantificare relativa
si normalizare: reprezentarea graficd a evolutiei fosforilarii pentru fiecare reziduu de tirozini care a fost
identificat ca fiind fosforilat in reactiile 7 vitro EYA3 D311N + Src + ATP (a) si EYA3 WT + Src + ATP

(b).
Pentru majoritatea acestor reziduuri s-a efectuat o caracterizare in ceea ce priveste cinetica

dependenti de timp si rezistenta la autodefosforilare. Aceste rezultate ne permit sa presupunem
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cd, in comparatie cu forma nefosforilatd, EYA3 WT fosforilat de Src are activiatate PTPazica, si
astfel capacitate de autodefosforilare, diferitad. Pentru a verifica aceasta ipoteza, initial am efectuat
o reactie iz vitro de fosforilare a 6xHis-EYA3 WT de citre v-Src, apoi am determinat activitatea
enzimatica a 6xHis-EYA3 WT folosind pNPP drept substrat. Rezultatele obtinute dezvaluie
faptul ca forma Src-fosforilata a EYA3 are activitate PTPazica usor crescuta.

Astfel, tendinta de fosforilare a reziduurilor Y72, Y77, Y96, Y105 si Y237 din EYA3 WT
fosforilata de kinaza v-Src (Fig. IV-5b) poate fi explicata luand in considerare aceasta noua
informatie. In primele 30 min, Src fosforileazda EYA3 WT, generaind multe molecule de EYA3
WT tirozin-fosforilati, cu activitate PTPazicd crescutd. Aceste molecule defosforileazi intens
fosfo-Y96, Y105 si Y237 si reusesc sa defosforileze, intr-o manierd mai mici, insd, si fosfo-Y72 si
Y77. Numirul de molecule EYA3 WT nefosforilate creste si starea initiala este restaurata. in
timp, procesul se dezvolti spre o stare de echilibru (steady state).

Cele patru reziduuri de tirozina care au ramas fosforilate chiar si atunci cind EYA3 WT a
fost incubata cu Src pentru 6 h, pot fi considerate reziduuri cu rezistentd crescutd la

autodefosforilare.

IV.2.3 Dinamica tirozin-fosforilarii si defosforilarii in vitro a EYA3 D311N

Urmadtorul nostru obiectiv a fost sa determindm ordinea in care reziduurile fosforilate ale
EYA3 D311N sunt defosforilate de forma activa a PTPazei. Studiul in profunzime al variatiei in
timp a fosforildrii/ defosforilirii EYA3 poate furniza informatii importante pentru determinarea
relevantei 7z vitro a acestei modificdri post-translationale in ceea ce priveste EYA3 si partenerii ei
de interactie.

Diferenta dintre acest experiment si cele prezentate anterior in acest capitol, a fost cd in
acest caz, Src a fost inactivat, pentru ca procesul de fosforilare si nu interfere cu defosforilarea
EYA3 D311IN. Setul de reactii i vitro efectuate pentru a ne atinge scopul a constat in tirozin-
fosforilarea EYA3 D311N de citre Src, inactivarea kinazei (cu PP2) si in final, defosforilarea
mutantului inactiv de cdtre o forma activa catalitic a EYA3 (ED EYA3 WT). Probele au fost
verificate prin Western blot cu anticorpi anti-pY si anti-His si benzile de 6xHis-EYA3 D311N au
fost digerate din gel folosind chimotripsina. Peptidele extrase au fost analizate prin n.LC-MS/MS,
folosind metodele de fragmentare CID si ETD. Determinarea variatiei fosforilarii pentru fiecare

din reziduurile de fosfotirozina a fost efectuatd prin cuantificare relativa (Fig. IV-6).
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Figure IV-6. Dinamica tirozin-fosforilirii in vitro a EYA3 D31IN (de catre v-Src) si a
defosforilirii (de catre ED EYA3 WT), analizatd prin nLC-MS/MS#,

Cuantificarea relativa situs-specificd a variatiilor fosforilirii pentru reziduurile de fosfotirozina ale EYA3
D311N detectate. Graficul aratd media * SEM a doui experimente independente, fiecare analizat in doud
replicate tehnice (# = 4).

Au fost identificate unsprezece reziduuri de fosfotirozind (Fig. IV-6). Numai sase reziduuri
- Y77, Y90, Y96, Y208, Y237 si Y508 - au rimas fosforilate dupa 2 h de incubare cu domeniul
catalitic al EYA3 si dupa 4 h, doar patru dintre ele au ramas fosforilate (Y77, Y96, Y237 si Y508).
Fosfo-Y77, -Y96 si -Y237 prezinti cinetici de defosforilare similare intre 0 h si 4 h de incubare
cu EYA3 ED WT, dar fosfo-Y508 este la acelasi nivel de fosforilare dupa 2 h si 4 h de activitate
a ED WT. Aceasta face ca fosfo-Y508 sa fie un alt reziduu cu rezistentd crescutd la
autodefosforilare si singurul din regiunea C-teminald a EYA3 care a dovedit rezistentd la acest
proces.

Bazindu-ne pe toate datele obtinute din analizele de spectrometrie de masa tip bottom-up,
putem concluziona ca z vitro, kinaza Src poate fosforila treisprezece reziduuri de tirozind din
EYA3: Y67, Y72, Y77, Y90, Y96, Y105, Y108, Y115, Y208, Y237, Y426, Y508, Y532. Faptul ci
Y77, Y96 si Y237 nu au fost complet defosforilate dupa 4 (Fig. IV-6) sau chiar 6 h (Fig. IV-5b)
de incubare cu o forma catalitic-activai a EYA3 (WT intreaga sau ED WT) sustine ideea ca aceste
reziduuri au rezistenta crescuta la autodefosforilare. Desi Y508 nu a fost detectat in reactia i vitro

efectuata la diverse momente de timp, acest reziduu poate fi de asemenea considerat situs cu

32



rezistenta crescuta la autodefosforilae, deoarece a fost detectat ca fiind fosforilat chiar si dupa 4 h

de incubare a fosfo-EYA3 D311N cu ED WT.

IV.2.4 Contributia situsurilor de tirozinad identificate drept fosforilate de Src, asupra

fosforilarii totale a EYA3

Treisprezece situsuri de tirozind ale EYA3 au fost detectate ca fiind fosforilate de catre Src
in reactiile kinazice zz vitro. Validarea acestor situsuri de tirozina este necesarda pentru a intelege
mai bine impactul tirozin-fosforilarii EYA3 induse de Src in celulele de mamifer. Pentru a aborda
aceasta problemd, am introdus mutatii succesive Y—F pentru reziduurile de fosfotirozina
identificate anterior in secventa EYA3 D309N, prin mutageneza situs-directionata.

Am efectuat co-transfectii tranziente cu vectori ce codifici pentru EYA3 WT, EYA3
D309N (DN) sau mutantii lor Y—F (notati de la TO la T11) si c¢-Src (numar de identificare
Uniprot: P00523) cu mutatia Y527F (creste considerabil activitatea protein-tirozin-kinazica™”),
in celule HEK293T. Dupa IP pentru EYA3, experimentele Western blot au fost cuantificate
pentru a detecta variatia nivelului de fosforilare al mutantilor. Primii mutanti, TO - T3, contin
mutatii Y—TF la reziduurile ce au fost detectate cu rezistenta crescutd la autodefosforilare (Y77,
Y96, Y105 si Y237, vezi Fig. IV-5, 6).

O scadere treptata a nivelului de fosforilare poate fi observata intre DN si primii sase
mutanti consecutivi Y—F (Fig. IV-7a). Aceste rezultate arata cid fosforilarea reziduurilor Y96,
Y77, Y105, Y90 si Y115 are o contributie determinabild la fosforilarea totald a EYAS3.
Cuantificarea §i normalizarea datelor de la toti ceilalti mutanti (T6 - T11) care au fost co-
exprimati cu Src, a dezviluit variatii nereproductibile ale nivelului de fosforilare si nu am putut
determina nicio tendinta. Este posibil ca numarul relativ mare de mutatii sa induca modificari
conformationale, ce pot conduce in final la o tirozin-fosforilare aberanta.

Pentru a obtine o evaluare mai precisi a contributiei fiecarui reziduu fosforilat la
fosforilarea totala a EYA3, am obtinut si alti mutanti, derivati din DN, TO si T1, si am efectuat
experimente similare pentru a determina fosforilarea lor relativd (Fig. IV-7b, c). Rezultatele de la
cuantificare au aratat ca Y77 si Y96 au avut cea mai are contributie la fosforilare. Y237 nu pare sa
aibd vreo contributie la fosforilare. Cand Y90 si Y105 au fost introduse in mutantul TO, nu s-a
detectat vreo scadere semnificativa in intensitate. Contributia lui Y90 si Y105 a putut fi observata
numai cand acele reziduuri precum Y77 si Y96 (cu o contributie majora la fosforilare) au fost
mutate la fenilalanina (Fig. IV-7a).

Dintre aceste experimente de mutageneza cuplate cu IP si Western blot, Y77 si Y96 se

remarca drept reziduurile cu cea mai mare contributie la fosforilarea EYA3. Acest rezultat va fi
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util In cercetdri ulterioare ce implici proteine EYA3, de exemplu in determinarea cailor de

transductie a semnalului.
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Figura IV-7. Tirozin-fosforilarea unui numadr variat de mutanti EYA3, in celule HEK293T*".
Pentru fiecare proteina EYA3 imunoprecipitatd, intensitatea benzii obtinute in urma Western blot-ului cu
anti-pY a fost divizatd la cea obtinutd in Western blot-ul anti-c-myc. Graficul reprezintd valorile
fosforildrilor cuantificate ale probelor, normalizate la fosforilarea cuantificata a EYA3 D311N (n.s. pentru
nesemnificativ; * p < 0.05; ** p < 0.01; ¥* p < 0.001; **** p < 0.0001). Cuantificarea benzilor de la
Western blot a fost ficuti cu programul Image]8!. Pentru fiecare din experimentele descrise (a, b, c),
valorile reprezintd media £ SD pentru trei experimente independente (7 = 3) si statistica (unpaired t-test,
two-tailed) a fost efectuati folosind programul GraphPad Prism6.

IV.2.5 Implicatii la nivel celular pentru unele situsuri de tirozina ale EYA3 fosforilate de

kinaza Src

Stiind faptul ci proteinele EYA sunt implicate in multe procese cancerigene®™, am

investigat dacd anumite reziduuri de tirozina fosforilate de Src pot fi implicate in proliferare si

invazivitate celulara. Prima oard, am investigat dacd EYA3 endogeni este tirozin-fosforilata in
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celule HEK293T ce exprimi tranzient c-Src Y527F. EYA3 a fost tirozin-fosforilatd numai in
celule HEK293T care supraexprimau c-Src Y527F. Tratamentul cu benzbromarona a indus o
crestere a tirozin-fosforilarii proteinei EYA3 endogena, prin comparatie cu celulele tratate doar
cu DMSO, celulele control. Aceasta demonstreaza cd EYA3 endogend are capacitate de
autodefosforilare.

Astfel, am ales ca pentru efectele celulare mentionate, sa investigim situsurile de tirozina
din partea N-terminala, dar si pe cele care prezinti rezistentd crescuta la autodefosforilarea
EYA3. Ne-am gandit ca, mai ales reziduurile din EY A3 care riman fosforilate pentru o perioada
mai lunga de timp ar putea face parte dintr-o cascadd de semnalizare activatd de tirozin-
fosforilare. Am ales doi mutanti EYA3 WT Y—F: EYA3 Y237F Y96F Y77F (EYA3 WT T2) si
unul care avea toate situsurile de titozinid din N-terminal detectate ca fiind fosforilate de Src,
mutate la fenilalanina (EYA3 WT T9). Initial, am deteminat activitatea lor PTPazica folosind
pNPP ca substrat si am comparat-o cu activitatea EYA3 WT. Numai EYA3 WT T2 a fost aleasa
pentru investigatii suplimentare, deoarece a retinut mare parte din activitatea PTPazica (90%).

Testul MTS, prin care se poate determina viabilitatea celulard, a fost prima oara efectuat pe
celule HEK293T. Rezultatele arati cd in absenta expresiei c-Src Y527F, celulele care
supraexprimau mutantul EYA3 WT T2 au avut valori ale absorbantei mai mici in comparatie cu
cele care supraexprimau EYA3 WT sau celulele control (vector gol) (*** p<0.001, Fig. IV-8a).
Aceste rezultate sugereaza cd unul sau mai multe din aceste reziduuri de tirozina pot fi implicate
in evenimente induse de EYA3 ce conduc la proliferare celulard. De asemenea, am observant ca
supraexpresia EYA3 WT a crescut valoarea absorbantei celulelor HEK293T respective (Fig. IV-
8a). Totusi, acest efect a fost abolit atunci cand c-Src Y527F a fost co-exprimat cu EYA3 WT
(Fig. IV-8a).

Deoarece rezultatele testului MTS ar putea fi explicate prin cresterea supravietuirii celulare
sau a metabolismului, pe langi cresterea ratei de proliferare, am efectuat o analiza a distributiei
ciclului celular pentru a determina dacd EYA3 are rol in proliferarea celulelor HEK293T. Analiza
ciclului celular cu ajutorul citometriei in flux (Fig. IV-8b) a fost efectuata la 24 h dupi ce au fost
transfectate celulele. Rezultatele aratd ci cea mai mare proportie de celule in fazele S+G2/M s-a
gasit in cazurile in care forma dominant-negativa a kinazei a fost exprimata tranzient. Probele in
care nu a fost supraexprimatd nicio forma a c-Src au avut cea mai micd proportie de celule in
fazele S+G2/M. Atunci cand c-Src Y527F K295R a fost prezent, supraexpresia EYA3 WT a
generat o proportie mai mare de celule in fazele S+G2/M comparativ cu EYA3 WT T2.

Interesant este faptul cd acumularea in G0/G1, si astfel o proportie redusi de celule in fazele
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S+G2/M, generate de mutantul WT T2 al EYA3, nu a fost observati atunci cand forma

constitutiv-activa a c-Src a fost supraexprimata.
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Figura IV-8. Implicatii la nivel celular pentru mutatiile Y—F ale unor situsuri de fosfotirozina ale
EYA3, in celule HEK293 T,

a) Test MTS pe celule HEK293T la 72 h dupi transfectie. Rezultatele reprezintda media £ SEM a trei
experimente independente, fiecare avand trei replicate (# = 9). Analiza statisticd s-a facut prin aplicarea
testului t-Student (unpaired test, two-tailed, * p< 0.05; **¥* p< 0.001; **** p<0.0001).

b) Analiza prin citometrie in flux a distributiei ciclului celular pentru celulele HEK293T care exprima
tranzient EYA3 WT sau EYA3 WT T2 cu sau fird expresia c-Src Y527F sau c-Src Y527F K295R, 1a 24 h
post-transfectie. Valorile reprezintd cumulul valorilor procentuale pentru celulele din fazele S si G2/M.
Rezultatele reprezinti media = SEM a doud experimente independente (# = 3). Analiza statistica s-a ficut
prin aplicatea testului t-Student (unpaired test, two-tailed, * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.0001).

c) Analiza prin citometrie in flux a celulelor HEK293T marcate cu CFSE. Graficul indica valoarea
mediand a intensitatii fluorescentei CFSE (zedian fluorescence /ntensity - MFI), la 48 h post-transfectie.
Valorile reprezinti media £ SD a unui experiment reprezentativ din doud efectuate (7 = 2).

Mai departe, am vrut sa verificim daca acea crestere detectatd a proportiei de celule in
fazele S+G2/M a fost cauzatd de o ratd crescutd de proliferare sau a fost o consecinti a blocirii

ciclului celular in fazele G2/M. In acest scop, am marcat celulele cu CFSE si am urmirit
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proliferarea prin masurarea gradului de diluare al acestui colorant in timp. Analiza de citometrie
in flux (Fig. IV-8¢) a dezvaluit cd celulele au avut cea mai mica rata de proliferare (deci cele mai
mari valori ale MFI) in absenta supraexpresiei c-Src, si cea mai mare ratid de proliferare atunci
cand a fost supraexprimata forma dominant-negativi a kinazei. Valorile MFI (masuratori
efectuate la 48 h post-transfectie) reflectd rezultatele de la analiza distributiei ciclului celular
(masuratori efectuate la 24 h post-transfectie). Asadar, profilele de proliferare obtinute in testul
MTS (ilustrat in Fig. IV-8a) reflectd intr-adevir o modificare a distributiei ciclului celular. In
concluzie, mutatia Y—F a celor trei reziduuri - Y77, Y96 si Y237 - aboleste efectul pro-
proliferativ al supraexpresiei EYA3.

Am efectuat atat teste MTS cat si experimente de invazivitate celulard pe MCF-7, o linie
celulardi de cancer de san. Nu am detectat diferente semnificative intre celulele care au
supraexprimat EYA3 WT si EYA3 WT T2, indiferent daca c-Src Y527F a fost supraexprimat sau
nu. Aceasta sugereaza o specificitate celulara in ceea ce priveste efectul proliferativ al EYA3.

Influenta fosforilarii EYA3 WT si EYA3 WT T2 indusa de Src asupra proliferarii celulare a
fost testatd si in celule MDA-MB-231, o linie de cancer de san triplu-negativ, foarte agresiva.
Testele MTS arati cd celulele MDA-MB-231 care au supraexprimat EYA3 WT au avut
proliferare crescutd comparativ cu cele care au supraexprimat EYA3 WT T2 si probele control
(Fig. IV-92). Analizele Western blot ale probelor colectate la 24 h respectiv 48 h post-transfectie
aratd ca supraexpresia c-Src Y527F diminueazd drastic expresia EYA3 WT st EYA3 WT T2 (Fig.
IV-9b). De remarcat este faptul cd in celulele HEK293T si MCF-7 nu am detectat nicio scidere
in expresia EYA3 atunci cand a fost co-exprimata cu c-Src Y527F, nici la 48 h si nici la 72 h
post-transfectie. Toate aceste rezultate indica o specificitate celulara in ceea ce priveste
consecintele interactiei dintre EY'A3 si Src.

Am vrut sa investigim si dacd c-Src Y527F influenteaza expresia proteinei EYA3
endogend. Expresia EYA3 endogenad a scazut in celulele care au supraexprimat cea mai mare
cantitate de c-Src Y527F si din aceastd categorie, cea mai mica expresie a EYA3 s-a detectat in
celulele recoltate 48 h post-tranfectie. Aceste rezultate indica faptul ca supraexpresia c-Src

constitutiv-activa scade expresia EYA3.
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Figura IV-9. Experiment de proliferare in celulele MDA-MB-231. Influenta supraexpresiei c-Stc
Y527F asupra EYA3 endogena.

a) Rezultatul testelor de proliferare efectuate pe celule MDA-MB-231 folosind MTS. Rezultatele
reprezintd media = SEM a trei experimente independente, fiecare avand trei replicate (# = 9). Analiza
statisticd s-a ficut prin aplicatea testului t-Student (wnpaired, two-tailed, n.s. - nesemnificativ statistic; * p <
0.05), folosind GraphPad Prismo.

b) Rezultat Western blot reprezentativ, obtinut din analiza celulelor MDA-MB-231 supuse testului de
proliferare. Probele au fost colectate la 24 h post-transfectie si dupa masurarea absorbantelor (48 h post-
transfectie).

IV.2.6 Tiparul de fosforilare al EYA3 indus de Src in celulele HEK293T si MCF-7

Am determinat cd, in aceleasi conditii experimentale (EYA3 WT sau WT T2
supraexprimata singurid sau cu c-Src Y527F), EYA3 are efecte diferite asupra proliferirii pentru
celulele HEK293T si MCF-7. Avand aceste rezultate, am dorit sa identificam tiparul de
fosforilare al EYA3 indus de Src in aceste doud linii celulare, asa ci am exprimat tranzient
proteine EYA3 (EYA3 WT, EYA3 D309N si EYA3 D309N Y77F) cu si fard c-Src Y527F. Apoi
am identificat reziduurile fosforilate ale proteinelor EYA3 prin nLC-MS/MS (cu metodele de
fragmentare CID si ETD) dupa imbogatirea probelor in peptide fosforilate, folosind TiO,.
EYA3 D309N Y77F contine mutatia Y—F la reziduul care a prezentat cea mai mare contributie
la fosforilarea EY A3.

Majoritate acestor fosforeziduuri detectate sunt aceleasi cu cele identificate in reactiile de
fosforilare 7z vitro a EYA3 D311N. Y325 si Y329 sunt fosfositusuri noi. Au fost detectate si
reziduuri de serina fosforilate, datoritd utilizarii strategiei de imbogatire cu TiO,. Tiparul de
fosforilare diferit al EYA3 in cele doud linii celulare, ne face si presupunem ca fosforilarea EYA3
indusa de Src declanseaza procese diferite in functie de tipul de celuld in care are loc. De
asemenea, rezultatele obtinute sugereaza cid exista o interactiune complexa intre fosforilarea

indusa de Src si autodefosforilarea EYA3, cu potentiale implicatii in fiziologia si patologia
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celulara, si identificarea interactorilor pentru EYA3 ar fi foarte folositoare in determinarea cailor

de transductie a semnalului.

IV.2.7 Stabilirea variabilitatii reziduurilor de tirozind ale EYA3 folosind unelte
bioinformatice

Identificare 7z wvitro a unui reziduu fosforilat nu inseamna neaparat cd acest reziduu are
vreun rol functional, rezultatul poate fi un artefact experimental. In multe rapoarte s-a dovedit ci
fosfositusurile cu rol functional prezinta un grad de conservare semnificativ mai mare decat
fosforeziduurile cu functie necunoscuta”. Aceasta face din analiza de conservare a secventei o
abordare utild pentru a prezice care fosfositusuri au roluri functionale. De aceea, am efectuat o
analiza de conservare a secventei pentru EYA3, cautand sd determinim gradul de conservare
pentru toate situsurile de fosfotirozini identificate in acest capitol (cincisprezece in total: Y67,
Y72,Y77,Y90,Y96, Y105, Y108, Y115, Y208, Y237, Y325, Y329, Y4206, Y508, Y532).

Analiza de variabilitate a fost efectuatd pe un set de 721 de omologi ai EYA3, care au fost
selectati din baza de date “Representative Proteomes RP55””. Am putut estima gradul de
conservare al reziduurilor de tirozina si sa vedem si cat de conservate sunt si celelalte reziduuri
ale EYA3 printre cei 721 omologi. Reziduuri de tirozina atat din N-terminal, cat si din ED,
prezinta un grad mare de conservare. Acest lucru sugereaza cd ar putea avea implicatii fiziologice
si constituie un argument in favoarea unor viitoare studii functionale. Reziduurile de tirozina
Y72, Y77, Y90, Y105, Y108 si Y208 sunt toate foarte bine conservate. Aceste reziduuri au fost
identificate drept fosfositusuri atat in celulele HEK293T cat si in celulele MCF-7, ceea ce
sugereazd cd ar trebui luate in considerare in viitoare studii functionale. Y237 si Y420,
fosforeziduuri detectate doar in celulele MCF-7, sunt de asemenea foarte bine conservate si ar
trebui luate in considerare atunci cand se investigheaza implicatiile fosforilirii EYA3 in acesta
linie celulard. EYA3 ar putea fi implicatd in cai de transductie a semnalului si prin intermediul
altor reziduuri de tirozina care au prezentat grad inalt de conservare, agsa ca nici aceste situsuri nu

ar trebui ignorate in viitoare studii cu privire la aceastd proteina.

IV.3 CONCLUZII

1. Analizele de spectrometrie de masa, nativa si tip bottom-up, dezvaluie faptul ca proteinelor
EYA3 WT si EYA3 D311N, exprimate in sistem procariot, le lipseste reziduul initial de

metioning, iar serina, reziduul ce urmeaza, a fost acetilat in timpul expresiei in procariote.
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2. Proteinele purificate EYA3, exprimate in sistem procariot, formeaza un complex cu
trimerul proteinei Skp. Este posibil ca Skp sa stabilizeze EYA3, in special partea N-terminald a
proteinei, care este foarte dezordonata.

3. Analiza prin spectrometrie de masa nativa, dupa doua ore de fosforilare 7z vitro a EYA3
D311N de catre Src, a dezvaluit 12 reziduuri fosforilate. Acelasi experiment ficut pe EYA3 WT
a dezviluit numai un reziduu fosforilat, demonstrand urmadtoarele: capacitatea de
autodefosforilare a enzimei depaseste fosforilarea realizati de Src, dar si importanta ED-ului in
controlarea starii de fosforilare.

4. Analiza prin spectrometrie de masa nativa a aratat ci EYA3 WT defosforilaecaza direct
proteina EYA3 D311N, fosforilata de Src. Forma acetilatd a fosfo-EYA3 D311IN a fost de
asemena defosforilatd. Pentru EYA3 D311N care este in complex cu Skp, s-a observant ci
proteina saperon induce o usoara piedici in ceea ce priveste fosforilarea de citre Src.

5. Unsprezece reziduuri de tirozind (Y67, Y72, Y77, Y90, Y96, Y105, Y108, Y208, Y237,
Y426, Y532) au fost detectate ca fiind fosforilate in EYA3 D311N, prin analize de spectrometrie
de masa de tip bottom-up ale reactiei de fosforilare zz vitro a EYA3 D311N de catre kinaza Src la
diverse momente de timp. In cazul EYA3 WT, in acelasi tip de experiment, patru reziduuri de
tirozina (Y77, Y96, Y105 si Y237) au fost detectate drept fosforilate si pot fi considerate
reziduuri cu rezistenta crescutd la autodefosforilare. Cele sapte reziduuri de tirozina - Y67, Y72,
Y90, Y108, Y208, Y426, Y532 - pot fi considerate situsurile principale de autodefosforilare.

6. Analiza prin spectrometrie de masa de tip boftom-up a fosforilariit EYA3 D311N de catre
kinaza Src si defosforilarea de citre EYA3 ED WT a dezviluit nu numai doud noi reziduuri de
fosfotirozind (Y115 si Y508), dar si dinamica fosforildrii/defosforilirii pentru fiecare din
reziduurile de tirozini fosforilate. In acest experiment, doar Y77, Y96, Y237 si Y508 au fost
identificate ca fiind fosforilate dupa 4 h de incubare cu EYA3 ED WT. Y508 a fost detectat ca
alt reziduu cu o rezistentd ridicati la autodefosforilare si singurul reziduu din ED care a avut
aceasta caracteristica.

7. In vitro, kinaza Strc ar putea fosforila treisprezece reziduuri de tirozind din EYA3: Y67,
Y72,Y77,Y90, Y96, Y105, Y108, Y115, Y208, Y237, Y426, Y508 si Y532.

8. Fosforilarea Y96, Y77, Y105, Y90 si Y115 a dovedit ca are o contributie masurabild la
fosforilarea totald a EYA3. Y77 si Y96 au avut cea mai mare contributie la fosforilarea totala.
Contributia Y90 si Y105 poate fi observata numai cand reziduurile cu o contributie mare la
fosforilarea totald (Y77 si Y906) au fost mutate la fenilalanina.

9. EYA3 endogeni are capacitate de autodefosforilare si este tirozin-fosforilatad in celule

HEK293T care supraexprima tranzient c-Src Y527F.
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10. Experimentele de proliferare fiacute in celulele HEK293T sugereazd cd unul sau mai
multe din cele 3 reziduuri de tirozind care au fost mutate la fenilalanind in EYA3 WT T2 (Y77,
Y96 si Y237) ar putea fi implicate in evenimente de proliferare. In testele MTS si analiza
distributiei ciclului celular, tripla mutatie mentionata aboleste efectul pro-proliferativ al
supraexpresiei EYA3. Testele de proliferare au aratat ca supraexpresia EYA3 WT a crescut
proliferarea celulelor HEK293T, dar efectul a fost mascat atunci cand c-Src Y527F a fost co-
exprimat.

11. Nu au fost gisite diferente semnificative in proliferare intre celulele MCF-7 care au
supraexprimat tranzient EYA3 WT si EYA3 WT T2, indiferent de supraexpresia c-Src Y527F,
sugerand ca efectul pro-proliferativ al EYA3 este specific tipului de celula.

12. In ceea ce priveste capacitatea EYA3 de a influenta invazivitatea celulelor de cancer
mamar, in celulele MCF-7 nu au fost detectate diferente in urma supraexpresiei EYA3 WT sau
EYA3 WT T2, nici cu nici fara ca c-Src Y527F sa fi fost co-exprimat.

13. Experimentele de proliferare efectuate pe celulele de cancer mamar MDA-MB-231 aratd
cd expresia tranzienta a EYA3 WT induce o crestere in proliferare comparativ cu supraexpresia
EYA3 WT T2 si probele control. Aceste rezultate sunt similare cu cele detectate in celulele
HEK293T si contureazd un potential rol in proliferarea MDA-MB-231 pentru unul sau mai
multe din cele 3 reziduuri tirozind ce au suferit mutatii la fenilalanind in EYA3 WT T2 (Y77,
Y96, Y237).

14. In celulele MDA-MB-231, expresia EYA3 a scazut drastic la 48 h dupi transfectie atunci
cand a fost co-exprimatd impreuna cu c-Src Y527F. Studii ulterioare efectuate pe aceeasi linie
celulara au ardtat cd expresia EYA3 endogena a scdzut atunci cand c-Stc activ constitutiv a fost
exprimat tranzient. Aceste rezultate sugereaza ca expresia proteinei EYA3 scade atunci cand
kinaza Src este mentinuta intr-o stare activa.

15. Analiza prin spectrometrie de masa de tipul botfomr-up a tiparului de fosforilare al EYA3,
indus de Src, a dezviluit doud noi situsuri de fosfotirozind: Y325 in celulele HEK293T si Y329 in
celulele MCF-7. Reziduurile de fosfotirozind care au dovedit o rezistentd crescutd la
autodefosforilare in ambele linii celulare au fost Y77, Y108 si Y208. Reziduuri de fosfoserinid au
fost de asemenea detectate pe proteine EYA3, in ambele linii celulare, ceea ce evidentiaza
complexitatea fosforildrii indusd de Src.

16. Rezultatele de la analiza conservarii secventelor, efectuata utilizand resurse
bioinformatice, au aratat ca reziduurile de tirozina din partea N-terminala cat si cele din ED sunt
foarte conservate printre cei 721 de omologi ai EYA3, indiferent daci au fost sau nu

fosforeziduuri induse de actiunea kinazei Src. Acest fapt sugereaza ca ele ar putea avea roluri
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functionale si ar trebui luate in considerare atunci cand se fac cercetiri ce vizeaza implicarile

EYA3 in transductia semnalului sau alte procese celulare.

CONCLUZII FINALE

Identificarea lui WDRI1 ca prim substrat citoplasmatic al EYA3 deschide noi cii in cautarea

unor procese citoplasmatice inedite ce implici EYA3. Tinand cont de capacitatea paralogilor
umani de a se autodefosforila, EYA tirozin-fosforilati este propriul ei substrat. Faptul ci
interactiunile EYA-WDR1 si EYA-EYA sunt paralog-specifice reprezinta o alti descoperire
importantd. Cu alte cuvinte, cel putin in aceste situatii, proteinele EYA nu se substituie reciproc.
Cu toate ca ED-ul este foarte conservat, se poate presupune ca particularititile interactiunilor si
specificitatea de substrat a paralogilor sunt Incorporate In regiunile lor neconservate din
secventa. Probabil, slab conservata regiune N-terminald conferd specificitate proteinei EYA
corespunzatoare. Noii mutanti ai EYA3, ce posedd capacitate de pridere a substratului,
identificatl in aceasta tezd, vor fi folositori pentru identificarea altor substrate si implicit de noi
roluri fiziologice ale EYA3.
Caracterizarea detaliatd a fosforildrii/ (auto)defosforilirii EYA3 indusd de Stc a dezviluit faptul cd
un numar de reziduuri de tirozind cu o rezistentd crescutd la autodefosforilare sunt implicate in
proliferarea celulara dependentd de EYA3. Interesant este cd experimentele fiacute in liniile
celulare canceroase au reliefat cd aceste efecte sunt specifice fiecirui tip de celuld in parte.

Cumulate, rezultatele obtinute in aceasta tezd evidentiaza necesitatea unor viitoare studii in
profunzime, pentru a deslusi semnificatia fiziologica si patologicd a echilibrului dintre fosforilarea

si autodefosforilarea EYA3.
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