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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 iniţial definite drept co-

activatori ai transcripţiei, membrii ai unei reţele reglatoare de factori de transcripţie conservaţi de-

a lungul evoluţiei. Această reţea interacţionează cu multe alte căi de semnalizare şi deţine roluri 

importante în formarea, dezvolarea şi homeostazia unui număr variat de ţesuturi şi organe. De 

asemenea, proteinele Eya sunt capabile de interacţii proteină-proteină, având roluri importante în 

procese fiziologice şi patologice. Mutaţiile de tip “pierdere de funcţie” din cadrul genelor Eyes 

absent provoacă numeroase sindroame congenitale precum sindromul cardiofacial, sindromul 

bronhio-oto-renal, sindromul oto-facio-cervical, cataracta congenitală, cardiomiopatie dilatativă şi 

debut tardiv al surzimii. Supraexpresia genelor Eyes absent sau a proteinelor EYA a fost 

identificată în diverse forme de cancer, precum cel de sân, ovarian epitelial, tumoarea lui Wilms, 

tumori maligne ale tecii nervilor periferici, adenocarcinoame pulmonare şi esofagiene. Ambele 

funcţii ale proteinelor Eya sunt implicate în procese canceroase. 

Proteinele Eya îşi exercită funcţia atât în nucleu cât şi în citoplasmă. Deşi Eya sunt proteine 

complexe, numai două substrate au fost identificate până acum: histona H2AX (cu implicaţii în 

repararea ADN-ului) şi ERβ (cu implicaţii în creşterea tumorală). Aceste substrate ilustrează rolul 

Eya în nucleul celulei. Sunt multe raportări despre rolul Eya în citoplasmă, dar, până acum, niciun 

substrat citoplasmatic nu a fost identificat. Prin urmare, pentru a înţelege mai bine cum 

funcţionează Eya ca protein-tirozin-fosfatază, primul obiectiv al tezei mele a fost identificarea 

unor noi substrate citoplasmatice ale Eya. Identificarea lor poate reprezenta un punct de plecare 

în cautare de noi procese şi căi de semnalizare în care sunt implicate proteinele Eya. 

Fosforilarea este una dintre cele mai importante modificări post-translaţionale ale 

proteinelor. Protein-tirozin-fosforilarea, o subcategorie, joacă rol major în transducţia semnalului 

deşi reprezintă mai puţin de 1% din totalul fosforilărilor. Sunt câteva studii care raportează 

tirozin-fosforilarea Eya. Pe de altă parte, autodefosforilarea Eya a fost de asemenea raportată 

pentru proteinele Eya non-umane. Caracterizarea echilibrului dintre cele două procese opuse, 

fosforilarea şi (auto)defosforilarea, oferă informaţii despre mecanismul transducţiei semnalului 

indus de fosforilarea reziduurilor de tirozină. În cazul proteinelor Eya, este de aşteptat ca această 

cooperare între fosforilare şi (auto)defosforilare să asigure un tipar de fosforilare al Eya care să 

fie adecvat cerinţelor fiziologie ale celulei. Astfel, cel de-al doilea obiectiv al tezei mele de 

doctorat a fost identificarea reziduurilor de tirozină fosforilate ale EYA3, caracterizarea 

echilibrului dintre fosforilarea şi autodefosforilarea acesteia, precum şi identificarea implicaţiilor 

de la nivel celular al acestor procese antagonice. 
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INTRODUCERE 

Fosforilarea şi defosforilarea proteinelor sunt evenimente celulare esenţiale, mediate de 

kinase şi fosfataze, enzime care funcţionează în complementaritate şi se coordonează reciproc în 

cadrul transducţiei semnalului, pentru a regla numeroase funcţii celulare. Importanţa acestor 

două procese a fost evidenţiată în creştere, diferenţiere, proliferare, activarea transcripţiei, 

progresia ciclului celular, motilitate şi adeziune celulară. Perturbarea echilibrului fosforilării poate 

duce la cancer, boli (auto)immune şi neurodegenerative, chiar diabet. Deşi kinazele şi fosfatazele 

modulează alte proteine atunci când îşi îndeplinesc activitatea, pot fi şi ele modulate prin 

fosforilare. 

Protein-tirozin-fosforilarea este unul dintre cele mai importante mecanisme de semnalizare 

celulară implementate de organismele eucariote1. Dintre toate procesele de protein-fosforilare, 

tirozin-fosforilarea este utilizată extensiv doar de eucariotele multicelulare2. Este reglată de 

activităţile echilibrate şi opuse dintre protein-tirozin-kinaze (PTKaze) şi protein-tirozin-

fosfataze1. Celulele utilizează fosforilarea la tirozină drept unealtă în cadrul comunicării intra- şi 

intercelulare, transportului moleculelor, definirii formei celulare, în motilitate, atunci când se 

decide între diferenţiere şi proliferare, în reglarea transcripţiei genelor, şi în procesarea acidului 

ribonucleic (ARN) mesager2. Fosforilarea la tirozină şi defosforilarea sunt implicate şi în 

corelarea acestor evenimente între celule adiacente, de la embriogeneză până la dezvoltarea unui 

organ şi homeostazia ţesuturilor2. 
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CAPITOLUL I   PROTEIN-TIROZIN-FOSFATAZE - SINOPSIS 

I.1 CARACTERISTICI GENERALE  

Protein-tirozin-fosfatazele sunt enzime care catalizează îndepartarea grupărilor fosfat de la 

nivelul reziduurilor de tirozină fosforilate ale proteinelor3. La început, PTPazele erau considerate 

enzime cu activitate nespecifică, de menaj (tip “house-keeping”), care ar fi funcţionat pentru a 

inversa acţiunea PTKazelor4,5. De-a lungul timpului, viziunea simplistă s-a dovedit a fi greşită şi 

multe dovezi au argumentat că PTPazele deţin specificitate de substrat şi cooperează într-o 

manieră bine definită cu kinazele, pentru a regla căile de semnalizare5–7. De fapt, PTPazele 

formează o superfamilie de enzime complexe şi cu structuri diverse. Studiile au arătat că, 

asemenea PTKazelor, PTPazele pot avea fie influenţă pozitivă fie negativă asupra căilor de 

semnalizare şi joacă roluri importante în menţinerea fiziologiei celulare8,9. Au fost implementate 

modele matematice cu scopul de a descrie cum sunt reglate căile de semnalizare de către kinaze 

şi fosfataze10,11. Ambele modele descriu kinazele ca fiind cele ce controlează amplitudinea 

semnalului mai mult decât durata acestuia, în timp ce fosfatazele au o influenţă pronunţată 

asupra ratei şi duratei răspunsului10,11. Dereglarea căilor de semnalizare mediate de PTPaze a fost 

raportată în cancer precum şi în boli cardiovasculare, neurologice, autoimmune şi metabolice12. 

Perturbarea funcţiei PTPazelor poate fi rezultatul supraexpresiei proteice, pierderii expresiei 

proteinei13–15, chiar şi polimorfismului unui singur aminoacid16. 

În concluzie, pentru a înţelege rolul tirozin-fosforilării în fiziologie şi boli, trebuie acordată 

atenţie în egală masură ambilor parteneri.  

I.2 CLASIFICARE 

De-a lungul timpului au fost alcătuite multe clasificări pentru superfamilia PTPazelor, 

luând în considerare cele mai noi decoperiri din domeniu. Ultima clasificare a tirozin-fosfatazelor 

a fost făcută pe baza reziduului catalitic care iniţiază atacul nucleofilic. Atfel, sunt grupate în: 

cistein- (Cis-), aspartat- (Asp-), si histidin- (His-)fosfataze17 (Tabel I.1). Aceasta nouă clasificare 

este rezultatul adăugării unor noi membrii super-familiei PTPazelor. Astfel, a fost generat 

PTPomul uman extins17. Criteriile recente prin care o proteină este inclusă ca membru al familiei 

tirozin-fosfatazelor sunt: a) existenţa unui doemniu PTP sau b) prezenţa motivului reprezentativ 

“CxxxxxR” într-un domeniu non-PTPazic sau c) dacă se dovedeste că are activitate tirozin-

fosfatazică sau d) prezintă similaritate mare de secvenţă cu membrii care au activitate PTPazică 

demonstrată17. Considerând aceste criterii, super-familia PTPazelor conţine acum 125 de 

proteine, dintre care, aproximativ 40 au ca ţintă substrate care conţin reziduuri de tirozină 

fosforilate17. 
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În super-familia PTPazelor, există o gamă largă de specificitate de substrat, cu accent pe 

hidroliza esterilor derivaţi ai acidului fosforic: substrate care conţin fosfoserină sau fosfotreonină, 

fosfoinizitid-fosfaţi (PIP), carbohidraţi fosforilaţi, ARN de tip mesager, resturi anorganice. Pe de 

altă parte, activitatea tirozin-fosfatazică poate fi îndeplinită de proteine din familii enzimatice cu 

structuri diverse, precum haloacid-dehalogenazele (HAD), histidin-fosfatazele (HP), rodanazele 

şi arsenat-reductazele17. 

Tabel I.1. Clasificarea familiei extinse a PTPazelor din genomul uman (după 17). Gruparea tirozin-
fosfatazelor a fost făcută pe baza reziduului catalitic nucleofil - Cis, Asp sau His - şi topologiei acestora. 
Diferite culori sunt atribuite fiecărei familii de tirozin-fosfataze care au reziduu catalitic nucleofil comun 
(albastru pentu Cis-, verde pentru tip Asp- şi rosu pentru His-fosfataze) şi clase diferite din cadrul 
aceleiaşi familii sunt colorate în diferite tonuri ale aceliaşi culori. Abrevieri: pTyr/ pSer/ pThr – substrate 

ce conţin fosfotirozină/ fosfoserină/ fosfotreonină; PIP - fosfatidilinozitol fosfaţi. 

Familie de 
tirozin-

fosfataze 
care au 

acelaşi tip de 
reziduu 
catalitic 
nucleofil 

Clasa Subclasa Numele 
subclasei 

Număr de 
membrii 

din acelaşi 
grup 

Substrat 

Cis-
fosfataze 

Clasa I 

Subclasa I Clasice 37 pTyr, PIP 

Subclasa II Tip VH1 63 pTyr, pSer, pThr, 
PIP, altele 

(nonproteic) 

Subclasa III SAC 6 PIP 

Subclasa IV PALD1 1 Substrat 
necunoscut 

Subclasa V INPP4 2 PIP 

Subclasa VI TMEM55 2 PIP 

Clasa a II-a 
 LMW-PTP 1 pTyr 

 SSU72 1 pSer 

Clasa a III-a  CDC25 3 pTyr, pThr 

Asp-
fosfataze 

HAD  EYA 4 pTyr, pThr 

His-
fosfataze 

PGM  UBASH3 2 pTyr 

Fosfataze 
acide 

 ACP 3 pTyr, pSer, pThr, 
nonproteic 

 

I.3 MECANISM DE ACŢIUNE  

Tirozin-fosfatazele catalizează îndepărtarea grupării fosfat de pe proteina tirozin-fosforilată 

(substrat) printr-un mecanism care implică doua etape (detaliat în Fig. I-1). 

Reacţia este iniţiată de rezuduul catalitic (Cis, Asp sau His, corespunzător fiecărei familii de 

fosfataze), care efectuează un atac nucleofil asupra grupării fosfat a substratului, formând astfel 
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un intermediar tranzient enzima-substrat, care apoi eliberează substratul defosforilat şi formează 

un compus intermediar, fosfoenzima (numit “phosphoenzyme intermediate” în Etapa I – Step I, 

Fig. I-1). În această etapă, un reziduu de Asp funcţionează ca acid general, deoarece donează un 

proton grupării tirozil. 

În următoarea etapă a reacţiei (Etapa a II-a - Step II în Fig. I-1), intermediarul fosfoenzimă 

este hidrolizat şi enzima este recuperată. Aici, acelaşi Asp joacă acum rolul de bază generală, 

deprotonând o moleculă de apă, care acum acţioneaza ca nucleofil şi produce defosforilarea 

enzimei. 

 

Figura I-1. Reprezentarea schematică a mecanismului catalitic al super-familiei PTPazelor 
umane (adaptare după 17). “Cys-/ Asp-/ His-based phosphatase” este “Cis-/ Asp-/ His-fosfataza”,  

“phosphoenzyme intermediate” este “intermediarul fosfoenzima”, iar “Step” este “Etapa”. 
 

I.4 ASPARTIL-PROTEIN-TIROZIN-FOSFATAZELE 

Această categorie este reprezentată doar de proteinele Eyes absent (EYA)17. Acestea au 

primit numele de “Eyes absent” deoarece în prima caracterizare, efectuată pe produsul genei eyes 
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absent din Drosophila melanogaster, s-a identificat că gena este esenţiala în dezvoltarea normală a 

ochiului musculiţei18. Pierderea funcţiei genei eya a generat un fenotip de musculiţă adultă careia îi 

lipsesc ochii şi s-a descoperit că activitatea eya este necesară pentru supravieţuirea celulelor 

oculare progenitoare şi mai departe, pentru diferenţierea acestor celule. Iniţial, au fost definite 

drept co-activatori ai transcripţiei19, dar ulterior s-a descoperit ca acestea posedă şi activitate 

protein-tirozin-fosfatazică20,21. Ca şi co-activator al transcripţiei, s-a demonstrat că eyes absent 

(eya) este membră a unei reţele reglatoare de factori de transcripţie şi cofactori evolutiv 

censervaţi, numită “retinal determination gene network” (RDGN) în Drosophila, alături de “twin 

of eyes” (toy), eyeless (ey), sine oculis (so) şi dachshund (dac)22–28. De la insecte la oameni, sunt 

familii de gene echivalente - Pax (pentru toy şi ey), Six (pentru so), Eya (pentru eya) şi Dach (pentru 

dac) - care constituie reţeaua PSED (PSEDN - “Pax-Six-Eya-Dach Network”). Prin interacţia cu 

multe alte căi de semnalizare (TGF-β; Notch, Hedgehog, Wingless/Wnt, EGFR)29 această reţea 

deţine roluri importante în formarea, dezvoltarea şi homeostazia unui număr variat de ţesuturi şi 

organe: ochi, rinichi, sistem nervos, urechi, inima, muşchi30. Reţeaua PSED este de asemenea 

implicată în câteva procese, cum ar fi formarea membrelor31,32, gonadogeneza33 şi neurogeneza34. 

Această funcţie este situată în partea N-terminală a proteinei, o regiune slab conservată35. 

Activitatea PTPazică aste localizată în partea C-terminală a proteinei, care este o regiune înalt 

conservată, denumită şi Eya Domain (ED). Această regiune este de asemena necesară pentru 

îndeplinirea proceselor de transactivare, fiind capabilă să efectueze interacţii proteină-proteină cu 

proteinele care leagă acidul deoxyribonucleic (ADN)19,36,37. Mecanismul PTPazic al Eya implică 

două reziduuri de Asp şi un ion de Mg2+, drept cofactor. Motivul DxDx(T/V) din ED seamană 

cu motivul 1 al superfamiliei HAD. Alinieri de secvenţă şi analize structurale au dovedit că Eya 

este membră a grupului fosfatazelor din această superfamilie20,21. Se cunoaste faptul că activitatea 

PTPazică a Eya este implicată în repararea ADN-ului38,39, angiogeneză40 şi numeroase procese 

cancerigene41–43.  

La vertebrate sunt patru gene omoloage ale eya din Drosophila, Eya1-4. Mutaţii de tip 

“pierdere de funcţie” în genele care codifică pentru proteinele Eyes absent (EYA1, EYA4) 

genereaza sindroame congenitale precum sindromul cardiofacial44, sindromul bronhio-oto-

renal45, sindromul oto-facio-cervical46, cataracta congenitală47, cardiomiopatie dilaltativă48 şi debut 

tardiv al surzimii49–51. Supraexpresia genelor Eyes absent sau a proteinelor EYA a fost detectată 

în cancerele de sân41,52 şi ovarian epitelial53, tumorile lui Wilms54, tumori maligne ale tecii nervilor 

periferici55, adenocarcinoame pulmonare56 şi esofagiene57. Toate funcţiile proteinelor Eya sunt 

implicate în procese canceroase. 
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CAPITOLUL II   PROTEOMICA BAZATĂ PE SPECTROMETRIE DE 

MASĂ 

II.1 CONSIDERAŢII GENERALE 

Proteomica este definită ca o ramură a biotehnologiei ce implică o caracterizare la scară 

largă a tuturor proteinelor dintr-o anumită celulă, anumit ţesut sau organism58,59. Tehnici precum 

biochimia, biologia celulară şi moleculară, bioinformatica şi genetica, sunt utilizate pentru a 

obţine o viziune globală asupra structurilor, funcţiilor şi interacţiilor proteinelor dintr-o celulă. 

Studiile proteomice pot fi abordate din trei perspective majore: expresia proteinelor, proteomica 

structurală şi proteomica funcţională60. Proteomica structurală implică determinarea tuturor 

proteinelor dintr-un complex proteic sau dintr-un organit celular, identificarea localizării acestora 

şi caracterizarea interacţiilor proteină-proteină. Obiectivul final în proteomica structurală este 

alcătuirea arhitecturii unei celule şi oferirea unor explicaţii cu privire la caracteristicile unice 

conferite la un moment dat unei celule de către proteinele exprimate60.  

Una dintre cele mai populare tehnologii aplicate în domeniul proteomicii structurale este 

spectrometria de masă (MS). O metodă analitică foarte sensibilă, spectrometria de masă permite 

determinarea de informaţii structurale pentru o proteină, cum ar fi secvenţa de aminoacizi, 

masele peptidelor, tipul şi localizarea modificărilor (post-translaţionale), interacţii proteină-

proteină, complexe proteice. Ceea ce face ca spectrometria de masă să fie o unealtă foarte 

puternică în domeniul proteomicii este faptul că informaţia obţinută din analiza prin 

spectrometrie de masă a proteinelor poate fi utilizată şi în determinarea profilului de expresie al 

proteinelor şi toată informaţia obţinută poate fi integrată în date funcţionale (căi de semnalizare 

ale proteinelor, mecanisme ale bolilor, interacţii proteină-medicament). 

Principiu şi instrumentaţie 

Spectrometria de masă este o tehnică analitică în care instrumentul măsoară raportul masă-

pe-sarcină (m/z) şi intensitatea moleculelor sau particulelor purtătoare de sarcină. Rezultatele 

dobândite în urma unei analize de spectrometrie de masă sunt spectrele. Spectrul de masă al unui 

compus ionizat este o reprezentare a intensităţii semnalului dat de acesta versus raportul m/z al 

acestuia61. Conform principiului descris, un spectrometru de masă este practic alcătuit din trei 

componente: sursa de ioni, analizorul de masă (determină raportul m/z al analiţilor ionizaţi) şi 

detectorul (înregistrează numărul de ioni pentru fiecare valoare m/z). Pe lângă aceste 

componente, instrumentul mai trebuie să conţină şi un dispozitiv de admisie a probei, iar la final 

un computer. Dispozitivul de admisie este un sistem folosit pentru a introduce în sursa de ioni o 
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cantitate mică din proba ce trebuie analizată. Computerul dispune de un program special, necesar 

pentru achiziţionarea şi procesarea datelor obţinute de la spectrometrul de masă, pentru a le 

genera sub forma spectrelor de masă61. 

Tehnici ale spectrometriei de masă aplicate în proteomică 

Tehnicile ce pot fi abordate în spectrometria de masă depind de tipul de probă pe care o 

avem şi ce informaţie vrem sa obţinem din analiza acesteia. În specrometria de masă aplicată 

proteomicii, există: i) două tehnici de bază - bottom-up şi top-down - care oferă informaţii legate de 

structura primară a proteinelor (masa moleculară - MW - secvenţa de aminoacizi, detecţia şi 

localizarea modificărilor post-translaţionale) şi ii) tehnici structurale, care oferă informaţii legate 

de structura secundară, terţiară şi cuaternară a proteinelor, dinamica conformaţiei şi compoziţiei 

compexelor proteice - spectrometria de masă nativă, cea de tip “cross-linking” (XL-MS), cea care 

implică schimbul hidrogen/deuterium (hydrogen/deuterium exchange MS - HDX MS), spectrometria 

de masă pe baza mobilităţii ionilor (ion-mobility MS), pe baza etichetării covalente sau amprentelor 

covalente (covalent labeling/footprinting). 

  

II.2 FOSFOPROTEOMICA BAZATĂ PE SPECTROMETRIE DE MASĂ 

Aspecte generale ale analizei prin spectrometrie de masă a modificărilor post-

translaţionale  

Termenul “modificare post-translaţională” (PTM) se refera la un process enzimatic ce are 

loc asupra unui lanţ polipeptidic (proteină) după ce translaţia acestuia este completă62. Legarea 

covalentă a unei grupări funcţionale sau îndepartarea unei anumite grupări chimice, o procesare 

proteolitică a capătului unei proteine, un process de împachetare decisiv pentru maturarea 

funcţională a unei proteine sau o legare covalentă între domeniile unei proteine, sunt toate PTM-

uri62. Prin intermediul PTM-urilor, un organism exprimă un număr mai mare de proteine 

funcţionale decât ar permite informaţia genetică pe care o deţine, diversificând astfel proteomul.  

În spectrometria de masă, tipul şi natura PTM-urilor pot fi dezvăluite prin determinarea 

precisă a diferenţei de masă dintre forma modificată şi nemodificată a proteinei sau peptidelor 

care derivă din aceasta. Pentru a detecta care aminoacid a suferit modificarea, spectrometria de 

masă în tandem (MS/MS) este folosită pentru a secventializa peptidele şi proteinele. Sunt multe 

caracteristici ale PTM-urilor care le fac mai dificil de detectat şi de a fi corect atribuite în urma 

MS/MS, abundenţa scăzută şi substoechiometria lor fiind cele mai importante. Labilitatea lor 

face ca asignarea corectă să fie deosebit de dificilă, unele pot afecta detectarea peptidelor prin 

inhibarea ionizarii, şi multe cresc hidrofilicitatea, ceea ce face mai dificilă manipularea probei, 
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purificarea şi chiar legarea de coloanele obişnuite ce sunt utilizate pentru purificarea peptidelor şi 

separarea acestora înainte de analiza MS/MS63,64. PTM-urile pot, de asemenea, să afecteze 

eficienţa de tăiere a proteazelor, conducând la produşi peptidici mari care pot fi problematici în 

cazul ionizării prin electro-spray (ESI) sau analizei MS/MS64. 

Detecţia PTM-urilor este o oportunitate pentru a identifica mecanisme prin care proteinele 

sunt reglate dinamic şi, la scară largă (nivel celular), de a obţine informaţii calitative şi cantitative 

importante. Cu toate acestea, analiza lor prin spectrometrie de masă este de multe ori încâlcită şi 

poate conduce la concluzii incorecte legate de datele obţinute.  

Metode de îmbogăţire în fosfoproteomică 

Se presupune că în eucariote, la un moment dat, fosforilarea are loc la o tremie din 

numărul total de proteine65. Fosforilarea proteinelor la reziduurile de serină, treonină şi tirozină 

sunt evenimente cheie implicate în procese de transducţie sau amplificare a semnalului în celulele 

eucariote63. Fosforilarea proteinelor este un process dinamic, ce implică activitatea 

complementară a protein-kinazelor şi protein-fosfatazelor65. Fosfoproteomica, ce cuprinde 

analiza completă a fosforilarii proteinelor, implică nu numai identificarea fosfoproteinelor şi 

fosfopeptidelor, dar şi localizarea reziduurilor fosforilate şi cuantificarea fosforilării. Sunt câteva 

chestiuni legate de fosforilarea proteinelor în general, şi particularităţi legate de fiecare dintre cei 

trei aminoacizi ce pot fi fosforilaţi (S, T, Y; fosforilarea la His nu este abordată aici), care fac ca 

analiza sa nu fie atât de uşor de înfăptuit. Ţinând cont de aceşti factori, au fost dezvoltate şi 

îmbunătăţite diverse tehnici de analiză. Strategiile timpurii aplicate pentru localizarea situsirilor 

fosforilate implicau secvenţierea Erdman şi maparea fosfopeptidelor cu 32P. În cazul 

spectrometriei de masă, există diverse strategii de îmbogăţire care pot fi cuplate cu metode de 

detecţie63. Sunt trei metode principale de îmbogăţire care pot fi aplicate la nivel de proteină 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. Modificări chimice (covalente): β-eliminare, condensare carbodiimidică, α-diazo 

raşina, condensare prin oxido-reducere. 

II.3 SPECTROMETRIA DE MASĂ NATIVĂ 

Spectrometria de masă nativă este o tehnică prin care analitul biologic, aflat într-un solvent 

nedenaturant, este introdus în instrument prin intermediul ionizării prin electro-spray66. Astfel, 

termenul “nativă” se referă la starea biologică a analitului în soluţie, înainte de a fi supus ESI, 
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deoarece analitul pierde parţial din starea nativă în care este împachetat atunci cand are loc 

tranziţia în stare gazoasă şi până la detecţie, fiind în vacuumul din analizorul de masă67. 

Spectrometria de masă nativă se focusează pe investigarea structurilor secundare, terţiare şi 

cuaternare ale proteinelor, a complexelor proteice şi pe interacţia acestora cu acizii nucleici 

(ADN, ARN, oligonucleotide), cofactori, liganzi, medicamente şi alte macromolecule precum 

oligozaharidele, eterii coroană sau moleculele macrociclice68,69. Astfel, în domeniul biologiei 

structurale, spectrometria de masă nativă este complementară cu metode tradiţionale precum 

rezonanţa magnetică nucleară (RMN), microscopia electronică, cristalografia cu raze X, deoarece 

poate sa dezvăluie atât informaţii structurale cât şi funcţionale, legate de interacţiile din 

complexele proteice şi dinamica acestor complexe66. 

În combinaţie cu alte metode din spectrometria de masă, precum cea care implică schimbul 

hidrogen/deuteriu, cea de tip “cross-linking”, cea care implică etichetare prin legături covalente, 

proteomica de tip “top-down” şi “middle-down”70–73, spectrometria de masa nativă joacă un rol 

unic în biologia structurală prin faptul că dezvăluie nu numai compoziţia în detaliu a 

complexelor, dar şi care sunt consecinţele structurale şi funcţionale ale, de exemplu, legării de 

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

II.4 CUANTIFICAREA ÎN PREOTOMICA BAZATĂ PE SPECTROMETRIE DE 

MASĂ  

Prin evaluarea abundenţei proteinelor în diferite condiţii, se poate efectua o caracterizare 

extensivă a proteinelor relevante biologic şi apoi a sistemului biologic din care fac parte. Expresia 

diferenţială a proteinelor poate fi semn de stres cauzat de mediu sau mai rău, semnul unei 

condiţii patologice. Proteomica cantitativă poate fi utilizată pentru determinarea tiparului de 

expresie al unei proteine în condiţiile “normal” versus “stresat” sau “sănătos” versus “bolnav”, şi 

acest lucru o face o unealtă valoroasă în domeniul descoperirii de biomarkeri74.  

În proteomică, metodele de cuantificare bazate pe spectrometria de masă evaluează 

abundenţa proteinei bazându-se pe abundenţa peptidelor corespunzătoare detectate. Peptidele 

proteolitice au câteva proprietăţi fizico-chimice (ex. hidrofobicitate, sarcină, dimensiune), care le 

fac să genereze semnale foarte diferite în spectrometria de masă; de aceea, pentru o cuantificare 

precisă, se recomandă în general compararea fiecărei peptide individuale între experimente75. 

Cuantificarea poate fi realizată prin câteva metode, luând în considerare factorii ce ţin de 

instrument (parametrii sursei de ioni, eficienţa transmisiei şi detecţiei ionilor, contaminarea) şi cei 

ce provin de la probă (prepararea probei, stabilitatea şi repetabilitatea semnalului; eficienţa 

ionizării analitului, concentraţia şi degradarea; ionizarea, detecţia şi interferenţele spectrale)76. 

Aceste metode sunt: cuantificarea de proteine prin etichetare (labeling) (metabolică, chimică, 
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enzimatică); cuantificarea fără etichetă (label-free), metoda de monitorizare a unei reacţii selectate 

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

 

CAPITOLUL III   WDR1, UN NOU SUBSTRAT AL EYA3  

Proteinele Eyes absent posedă funcţiile de coactivator al transcripţiei şi protein-tirozin-

fosfatază pe acelaşi lanţ polipeptidic, ceea ce face studiul lor şi mai fascinant. Este bine stabilit 

faptul că proteinele Eya îşi exercită funcţia de transactivare în nucleu. De la descoperirea 

activităţii lor enzimatice, au fost ridicate mai multe întrebări cu privire la eventuala conexiune 

dintre cele două funcţii, în particular dacă activitatea PTPazică a Eya este implicată în funcţia ei 

de transactivare (de exemplu, dacă prin defosforilarea unui substrat specific, Eya ar putea 

influenţa potenţialul ei de transactivare) sau ele sunt independente una de cealaltă77. În orice caz, 

proteinele Eya îşi exercită activitatea protein-tirozin-fosfatazică în ambele compartimente, 

nuclear şi citoplasmatic. Rapoartele descriu multe procese în care este implicată activitatea 

PTPazică a EYA dar pentru care nu fost identificate substrate, de exemplu: inducerea 

transformării, migrarea şi invazivitatea celulelor de cancer de sân41, angiogeneza tumorală cu 

consecinţe în creşterea tumorilor78. 

Pentru a întelege mai bine funcţia de protein-tirozin-fosfatază a Eya, ar fi foarte importantă 

identificarea cât mai multor substrate şi determinarea relevanţei fiziologice a interacţiei. Aici 

raportăm fosforilarea EYA1, EYA2 şi EYA3 de către protein-tirozin-kinaza Src, interacţia dintre 

două proteine umane EYA şi interacţia dintre EYA3 umană şi proteina WDR1 (WD repeat-

containing protein 1). 

III.1 MATERIALE ŞI METODE 

Materialele necesare au constat în construcţi, primeri, anticorpi, enzime, kit-uri, substanţe şi 

soluţii (având gradul de puritate biologie moleculară, pentru culturi de celule de mamifer şi 

bacteriene, pentru expresie şi purificare de proteine).    

 Au fost efectuate următoarele proceduri experimentale şi analize: culturi de celule de 

mamifer, transfecţii, recoltări, lize, imunoprecipitări, expresii şi purificări de proteine din culturi 

bacteriene, reacţii kinazice in vitro, teste in vitro de determinare a activităţii protein-tirozin-

fosfatazice, experimente de knockdown mediate de ARN de silenţiere. 
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III.2 REZULTATE ŞI DISCUŢII 

III.2.1 Fosforilarea EYA1, EYA2 şi EYA3 de către protein-tirozin-kinaza Src 

EYA1, EYA2 şi EYA3 sunt fosforilate de către Src kinaza şi toate posedă capacitate 

de autodefosforilare 

Un raport anterior a arătat faptul că proteinele Eya au capacitate de autodefosforilare20, dar 

nu au existat studii cu privire la omologii umani. Primele noastre obiective au fost: i) să aflăm 

dacă proteinele Eyes absent umane sunt tirozin-fosforilate, ii) de către care kinaza/e şi iii) dacă 

aceste proteine au capacitate de autodefosforilare. 

Am determinat că trei protein-tirozin-kinaze - Abl, Btk şi Src - fosforilează EYA3 umană. 

Cunoscând faptul că Src kinaza este implicată în numeroase procese care duc la dezvoltarea 

tumorilor (supravieţuire, proliferare, migrare, adeziune, invazivitate, metastază) în variate tipuri 

de tumori, joaca rol în tranziţia epitelial-mezenchimală (EMT) a celulelor canceroase şi chiar 

modulează micromediul tumoral, am ales-o pentru studii aprofundate legate de fosforilarea 

proteinelor EYA. Am determinat că EYA1 şi EYA2 umane au fost de asemenea fosforilate de 

Src kinaza. Faptul că pentru toţi cei trei paralogi ai EYA, forma WT prezintă fosforilare mult mai 

mică în comparaţie cu forma catalitic-inactivă, sugerează că PTPazele active au activitate 

autocatalitică. Pentru a verifica această ipoteză, am efectuat reacţii in vitro de fosforilare cu Src 

kinaza pe EYA3 WT, EYA3 D309N, EYA3 ED şi EYA3 ΔED (Fig. III-1), atât în prezenţa cât 

şi în absenţa benzbromaronei (BB), un inhibitor specific al activităţii PTPazice a Eya40. 

Rezultatele indică faptul că nivelul redus de fosforilare al EYA3 WT şi EYA3 ED este 

consecinţa autodefosforilării EYA3. Aceste reacţii in vitro de fosforilare arată nu numai că 

proteina EYA3 este capabilă de autodefosforilare ci şi faptul că Src kinaza fosforilează atât ED 

cât şi partea N-terminală a proteinei, iar reziduurile fosforilate pot fi autodefosforilate. 

 
a 
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Figura III-1. Fosforilarea in vitro de către kinaza Src şi autodefosforilarea EYA3.   
a) Construcţii EYA3, exprimaţi în E. coli şi purificaţi. EYA3 WT umană, secvenţa întreagă (număr 
Uniprot Q99504) şi mutantul EYA3 D309N, EYA3 ΔED şi EYA3 ED, sunt toţi construcţi obţinuţi cu 
eticheta (tag) de 6xHis în partea N-terminală a secvenţei acestora (figură adaptată din 80). b) Tirozin-
fosforilarea in vitro a proteinelor 6xHis-EYA3 de către Src. Proteinele 6xHis-EYA3 au fost incubate cu 
Src kinaza activă, ce poartă tag de GST în N-terminal (GST-v-Src), cu şi fără 100 µM BB. Figură din 79. 
 

Influenţa a două reziduuri de tirozină din domeniul catalitic al EYA asupra 

activităţii sale protein-tirozin-fosfatazice  

Pentru a identifica reziduurile de tirozină ale EYA3 care sunt fosforilate de kinaza Src, am 

utilizat programe de predicţie şi am efectuat şi analize preliminare de spectrometrie de masă. 

Cu scopul de a valida fosforilarea la aceste reziduuri de tirozină, s-au efectuat câteva 

experimente care au implicat EYA3 D309N, în celule HEK293T. Rezultatele arată că niciunul 

dintre reziduurile de tirozină mutate (Y96, Y105, Y208, Y237) nu contribuie la fosforilarea totală 

a EYA3 D309N. De asemenea, am testat patru reziduuri de tirozină din ED al EYA3 - Y426, 

Y496, Y508 şi Y532. Rezultatele indică faptul că niciunul din aceste reziduuri nu are contribuţie 

majoră la fosforilarea EYA3.  

Totuşi, nivelul de fosforilare al EYA3 Y508F şi EYA3 Y532F a fost similar cu cel al EYA3 

D309N, mutantul PTP inactiv. Cunoscând faptul că proteinele EYA au capacitate de 

autodefosforilare20, comportamentul EYA3 Y508F şi EYA3 Y532F poate fi explicat prin faptul 

că mutaţia Y→F a acestor reziduuri specifice scade activiatea autocatalitică. Astfel, am efectuat 

teste in vitro de determinare a activităţii PTPazice pe proteine imunoprecipitate EYA3 întregi 

respectiv EYA3 ED, utilizând p-nitrofenilfosfatul (pNPP) ca substrat artificial. Rezultatele arată 
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că oricare dintre mutaţiile Y508F sau Y532F generează proteine EYA3 întregi sau ED EYA3, 

catalitic-inactive. 

Din experimentele efectuate, nu putem spune dacă Y496, Y508 sau Y532 sunt situsuri de 

fosforilare pentru Src. O posibilă explicaţie poate fi că fosforilarea reziduurilor din N-terminal 

acoperă variaţia în fosforilare a ED. Aşadar, am căutat eventuale variaţii în nivelul de fosforilare 

numai în ED. Am detectat că Y508 şi Y496 sunt fosfositusuri ale kinazei Src. 

Ambele reziduuri Y508 şi Y532 sunt conservate printre proteinele Eyes absent de la 

mamifere şi Drosophila, de aceea am evaluat dacă activitatea catalitică a altor membrii EYA este 

influenţată de mutaţia Y→F a acestor două reziduuri. În acest scop, am folosit construcţi ce 

codificau pentru EYA1 şi EYA2 care să conţină mutaţii corespunzătoare lui Y508 (Y494F 

pentru EYA1 şi Y473F pentru EYA2) şi Y532 (Y518F pentru EYA1 şi Y497F pentru EYA2) 

din EYA3. Surprinzător, mutaţiile Y494F şi Y518F nu inactivează fosfataza EYA1. În ceea ce 

priveşte EYA2, rezultatele Western blot cuantificate arată că mutaţia Y473F scade capacitatea de 

autodefosforilare a EYA2 (şi astfel activitatea PTPazică), în timp ce Y497F nu o afectează. 

Controlul direct sau indirect pe care îl au aceste două reziduuri de tirozină asupra activităţii 

PTPazice a EYA pare că este specific pentru fiecare proteină umană EYA. 

 

EYA3 Y508F şi EYA3 Y532F se comportă ca mutanţi cu capacitate de prindere a 
substratului  

Am decis să ne folosim de capacitatea de autodefosforilare a EYA, demonstrată atât mai 

sus, cât şi într-un studiu ce implică alte proteine Eya20, pentru a investiga dacă cei doi mutanţi 

Y→F ai EYA3 au capacitate de prindere a substratului (trapping capacity), testând dacă aceştia pot 

interacţiona şi prinde altă proteină EYA3 inactivă. 

Am determinat că EYA3 Y508F şi EYA3 Y532F interacţionează cu, şi prind EYA3 

D309N cu o afinitate similară proteinei EYA3 D311N (Fig. III-2a), mutantul despre care se 

cunoaşte că are capacitate de prindere a substratului (trapping mutant)82. Într-un experiment 

similar, mutaţia Y508F adăugată mutantului EYA3 D309N (constructul EYA3 D309N Y508F), 

a transformat proteina, care era incapabilă de captare, într-un mutant cu capacitate de prindere 

eficientă (Fig. III-2b). Prinderea EYA3 D309N de către EYA3 Y508F are loc numai în cazul co-

expresiei Src, indicând că interacţiunea dintre două molecule EYA depinde de inducerea tirozin-

fosforilării lor (Fig. III-2b). Aceste ultime două experimente dovedesc că EYA3 Y508F şi EYA3 

Y532F sunt proteine cu capacitate eficientă de prindere a substratului şi pot fi folosite ulterior în 

studii funcţionale pentru căutarea de noi substrate ale fosfatazei EYA3.  
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Figura III-2. EYA3 Y508F şi EYA3 Y532F se comportă ca mutanţi cu capacitate de 
prindere a substratului.  
Celule HEK293T au fost co-transfectate tranzient cu vectori ce codifică pentru kinaza c-Src Y527F şi 
perechi de proteine EYA3 cu etichete diferite: a) VSV-G-EYA3 D309N (momeala) şi proteine c-myc-
EYA3 cu mutaţii singulare (D311N, Y508F sau Y532F) şi b) VSV-G-EYA3 WT şi D309N drept 
momeală, cu c-myc-EYA3 WT/D309N/Y508F/D309N Y508F. Figurile sunt adaptate după 79. 

Pentru a determina care regiuni din proteina EYA participă la reacţia de autodefosforilare, 

am co-exprimat VSV-G-EYA3 Y508F cu diferite fragmente ale EYA, cu eticheta de c-myc – N-

terminalul (EYA3 ΔED) şi ED (WT/D311N/Y508F). Rezultatele arată că interacţia 

intermoleculară este condiţionată de prezenţa ED în ambele molecule şi că ΔED nu este necesar 

pentru ca reacţia să aibă loc (Fig. III-3a). Un alt experiment de imunoprecipitare din celule 

HEK293T, în care VSV-G-EYA3 ED Y508F a fost co-exprimat cu c-myc-EYA3 Y508E (care 

imită sarcina negativă dată de fosforilare) cu şi fără Src, a demonstrat că interacţia dintre ED 

EYA3 şi proteina EYA3 întreaga, este condiţionate de fosforilarea lor (Fig. III-3b). 

Odată ce am determinat condiţiile pentru interacţia EYA3-EYA3, am dorit să verificăm 

dacă interacţia poate avea loc între doi membrii diferiţi ai familiei de proteine EYA umane. Am 

verificat dacă EYA3 interacţionează cu EYA1, în celule HEK293T. Rezultatele arată că EYA1 

D297N nu este capabilă să prindă EYA3 Y508F. Lipsa interacţiunii dintre EYA1 şi EYA3 indică 

faptul că interacţia EYA-EYA are loc numai între acelaşi tip de paralogi.  
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Figura III-3. Interacţia dintre EYA3, proteină cu secvenţa întreagă, şi fragmente ale EYA3 
(ΔED, ED). 
a) VSV-G-EYA3 Y508F a fost co-exprimată tranzient cu c-Src Y527F şi diferite fragmente, etichetate cu 
c-myc, ale proteinei EYA3 (ΔED, ED WT, ED D311N şi ED Y508F), în celule HEK293T. b) VSV-G-
EYA3 ED Y508F şi c-myc-EYA3 Y508E au fost co-exprimate cu şi fără c-Src Y527F, în celule 
HEK293T. Figurile sunt adaptate după 79. 

III.2.2 Interacţia dintre EYA3 şi WDR1  

Pentru a identifica noi substrate pentru EYA3, s-a alcătuit un profil al activităţii protein-

tirozin-fosfatazice pe microarray de peptide, de către JPT Peptide Technologies, folosind His-

EYA3 WT purificată din bacterii, activă ca protein-tirozin-fosfatază (experiment descris de Dr. 

Mihaela Menţel în Teza dumneaei de Doctorat şi în79). Au fost testate 6207 de peptide cu un 

reziduu de tirozină fosforilat (pY) (lungimea de 13 aminoacizi, cu pY în mijlocul secvenţei), 

derivate de la proteine umane tirozin-fosforilate. Dintre acestea, 68 de fosfopeptide au fost 

defosforilate peste 75%, în timp ce 7 dintre ele au fost defosforilate 100%. 
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Având rezultatele de la profilul activităţii protein-tirozin-fosfatazice a EYA3, am ales o 

proteină drept substrat candidat, bazându-ne pe datele publicate despre implicaţiile celulare ale 

activităţii enzimatice a EYA. Din cele 7 fosfopeptide care au fost defosforilate 100% de EYA3, a 

fost aleasă pentru investigaţii cea corespunzătoare proteinei ce conţine secvenţe repetitive WD 

(WD repeat-containing protein 1, pe scurt WDR1). WDR1 este o proteină citoscheletică ce se 

asociază cu cofilina şi îi îmbunătăţeşte capacitatea de dezasamblare a filamentelor de actină83. 

Este implicată în reglarea dinamicii citoscheletului actinic cortical (localizează cofilina la nivelul 

domeniilor de actină corticală - cortical actin patches)84 şi migrarea celulară direcţională85. 

Fosfopeptida corespunzătoare din microarray, AHDGGI-pY-AISWSP, conţine reziduul Y238.  

Pentru a valida rezultatele obţinute în experimentul de microarray (pe un model celular), 

prima oară am fost interesaţi sa obţinem WDR1 WT tirozin-fosforilat. În acest scop, am co-

exprimat WDR1 şi Src în celule HEK293T. Rezultatele Western blot au indicat că WDR1 WT 

este fosforilat de Src şi Y238 este unul dintre reziduurile ce sunt fosforilate (Fig. III-4a). Ştiind 

aceste lucruri, în celule HEK293T a fost efectuat un experiment care viza testarea defosforilării 

fosfo-WDR1 WT de către EYA3 endogenă. WDR1 WT şi Src au fost co-exprimate şi 24 h post-

transfecţie, fie benzbromarona (inhibitor specific al activităţii PTPazice a EYA)40, fie PP2 

(inhibitor al familiei de kinaze Src)86 sau ambele, au fost adăugate în mediul proaspăt al celulelor. 

Rezultatele indică faptul că EYA defosforilează phospho-WDR1 WT (pY-WDR1 WT) când Src 

este inhibat de PP2 şi constituie un argument important în favoarea ipotezei că WDR1 WT 

tirozin-fosforilat este substrat al PTPazei EYA3 (Fig. III-4b). 

 

Figura III-4. WDR1 este tirozin-fosforilată de către kinaza Src şi defosforilată de EYA3 
endogenă. 
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a) VSV-G-WDR1 WT respectiv Y238F au fost co-exprimate tranzient cu sau fără c-Src Y527F, în celule 
HEK293T. Tirozin-fosforilarea a fost cuantificată folosind programul ImageJ81. Valoarea obţinută pentru 
WDR1 Y238F (pWDR1 Y238F/WDR1 Y238F) a fost normalizată la cea pentru WDR1 WT 
(pWDR1WT/WDR1WT).  
b) VSV-G-WDR1 WT şi c-Src Y527F Y238F au fost co-exprimate tranzient în celule HEK293T şi  24 h 
post-transfecţie, celulele au fost tratate cu DMSO, benzbromaronă (notată aici B), PP2 sau ambele - B şi 
PP2 - pentru 20 h. Benzile au fost cuantificate folosind programul ImageJ81. Graficul indică intensităţile 
relative ale VSV-G-WDR1 WT (pWDR1/WDR1) din fiecare din cele patru probe, normalizate la 
intensitatea relativă obţinuta în proba tratată cu DMSO. Valorile reprezintă media ± SD a trei 
experimente independente. 
Figurile sunt adaptate după 79. 

Pentru a verifica ipoteza că WDR1 WT este substrat al EYA3, am verificat mai departe 

dacă WDR1 WT şi EYA3 interacţionează una cu alta. În Fig. III-5a, WDR1 WT este captat de 

EYA3 Y508F (inactiv ca PTPază şi mutant cu capacitate de prindere a substratului) numai în 

prezenţa kinazei Src (când WDR1 WT este fosforilat), indicând faptul că tirozin-fosforilarea este 

o condiţie esenţială pentru ca interacţia sa aibă loc. Nici EYA3 WT şi nici mutantul inactiv 

EYA3 D309N nu au putut capta WDR1 WT (Fig. III-5a). Proteina a interacţionat şi a putut fi 

imunoprecipitată cu aceeaşi afinitate, de toţi mutanţii EYA3 care au capacitate de prindere a 

substratului - D311N, Y508F şi Y532F (Fig. III-5b).  

 

Figura III-5. WDR1 WT fosforilat de Src este imunoprecipitat de mutanţii EYA3 ce au 
capacitate de prindere a substratului.  
a) VSV-G-WDR1 WT a fost co-exprimat în celule HEK293T cu diferite proteine c-myc-EYA3 (EYA3 
WT, D309N şi Y508F) cu şi fără c-Src Y527F. b) Construcţi care codifică pentru VSV-G-WDR1 WT, c-
Src Y527F şi diferite proteine c-myc-EYA3 (EYA3 Y508F, D311N şi Y532F) au fost transfectaţi în 
celule HEK293T. Figurile sunt din 79. 
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Având în vedere implicaţiile EYA3 în procese tumorigene, în special în celulele cancerului 

mamar, am investigat dacă interacţia EYA3-WDR1 WT poate avea loc şi în astfel de celule, în 

particular în celule MCF-7. Rezultatele Western blot arată că EYA3 Y508F, insă nu EYA3 WT, 

poate capta pY-WDR1 WT. Un alt tip de verificare efectuată în celulele MCF-7 a aratat ca 

tirozin-fosforilarea WDR1 endogenă a crescut considerabil în celulele în care expresia EYA3 a 

fost diminuată. 

Deoarece proteinele EYA (EYA1-4) au domeniul catalitic foarte bine conservat, am vrut să 

determinăm dacă pY-WDR1 WT poate fi defosforilat de alţi membrii ai familiei EYA umane. 

WDR1 WT şi c-Src Y527F au fost co-exprimate tranzient împreună cu proteinele EYA1, EYA2 

sau EYA3, în celule HEK293T. Interacţia puternică dintre WDR1 şi EYA3, lipsa interacţiei cu 

EYA1 şi interacţia slabă cu EYA2 sugerează că interacţia EYA-WDR1 este paralog-specifică, 

favorizând EYA3. 

III.3 CONCLUZII 

1. EYA3 este tirozin-fosforilată de către kinazele Src, Abl şi Btk. 

2. EYA1, EYA2 şi EYA3 sunt tirozin-fosforilate de către kinaza Src şi au capacitate de 

autodefosforilare. 

3. Kinaza Src fosforilează partea N-terminală a EYA3 precum şi ED, iar reziduurile pot fi 

autodefosforilate. 

4. Introducerea mutaţiilor singulare Y→F (Y96, Y105, Y208 sau Y237) în secvenţa 

mutantului inactiv EYA3 D309N nu scade nivelul tirozin-fosforilării în cazul co-expresiei cu c-

Src Y527F în celule HEK293T. 

5. Introducerea a patru mutaţii Y→F (Y426F Y496F Y508F Y532F) în secvenţa EYA3 

D309N nu scade nivelul tirozin-fosforilării în cazul co-expresiei cu c-Src Y527F în celule 

HEK293T. 

6. Două reziduuri de tirozină din partea C-terminală a EYA3 (ED), ce are grad mare de 

conservare, influenţează activitatea sa protein-tirozin-fosfatazică. Mutaţia lui Y508 sau a lui Y532 

la fenilalanină, în EYA3 WT sau EYA3 ED WT, le aboleşte activitatea catalitică.  

7. Y508 şi Y496 ale EYA3 sunt situsuri de fosforilare pentru Src, iar Y508 este, în plus, 

situs de autodefosforilare. 

8. Introducerea mutaţiei Y→F corespunzătoare lui EYA3 Y508F în EYA1 (Y494F) nu 

aboleşte activitatea PTPazică, dar scade capacitatea de autodefosforilare a EYA2, scăzându-i 

astfel şi activitatea PTPazică (Y473F). Cu toate acestea, niciuna dintre mutaţiile Y→F din EYA1 

(Y518F) sau EYA2 (Y497F), corespunzătoare lui EYA3 Y532F, nu le abolesc activitatea 
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PTPazică. Influenţa celor două reziduuri de tirozină asupra activităţii PTPazice a EYA pare să fie 

specifică fiecărei proteine EYA umană. 

9. EYA3 Y508F şi EYA3 Y532F interacţionează cu, şi prind EYA3 D309N într-o manieră 

similară mutantului EYA3 D311N, dovedind că ambii mutanţi Y→F pot fi folosiţi drept 

protein-tirozin-fosfataze EYA3 ce au capacitate de prindere a substratului, în studii funcţionale şi 

în studii de identificare a substratelor. 

10. Interacţiunea dintre două molecule EYA3 este condiţionată de prezenţa ED-ului în 

ambele proteine şi are loc numai în prezenţa tirozin-fosforilării induse de Src. 

11. EYA1 nu interacţionează cu EYA3. Interacţiunea EYA-EYA este paralog-specifică. 

12. Proteina WDR1 este tirozin-fosforilată de kinaza Src şi Y238 este unul dintre situsurile 

de fosforilare. 

13. Tirozin-fosforilarea WDR1 este crescută în celule în care activitatea fosfatazică a EYA3 

este inhibată (HEK293T) sau in care expresia EYA3 este inhibată cu ajutorul ARN-ului de 

silenţiere pentru EYA3 (MCF-7). 

14. EYA3 interacţionează cu WDR1 WT numai în cazul tirozin-fosforilării induse de Src 

asupra proteinei citoscheletale. 

15. Proteina WDR1 este substrat al EYA3, însă nu şi al fosfatazei EYA1. Interacţiunea 

dintre EYA2 şi WDR1 este mult mai slabă, în comparaţie cu EYA3. 

 

CAPITOLUL IV ANALIZA PRIN SPECTROMETRIE DE MASĂ A 

TIROZIN-FOSFORILĂRII EYA3 DE CĂTRE KINAZA SRC. 

IMPLICAŢII LA NIVEL CELULAR. 

Src este una dintre ce el mai studiate protein-tirozin-kinaze, activarea ei fiind raportată în 

peste 50% din tumorile din ficat, pancreas, colon, sân şi plămân87. Am demonstrat că Src 

fosforilează EYA1, EYA2 şi EYA3 umane şi că aceste proteine sunt capable de 

autodefosforilare. Aceste date indică faptul că fosforilarea EYA de către Src şi autodefosforilarea 

EYA pot fi implicate în reglarea unor procese fiziologice sau în generarea şi/sau menţinerea 

unor condiţii patologice. Prin intermediul autodefosforilării, proteinele EYA ar putea fi capabile 

să îşi contoleze şi regleze rolurile în procesele celulare, dar există puţina informaţie (prezentată în 

capitolul anterior) despre reziduurile specifice care sunt fosforilate de Src şi niciuna legată de 

măsura în care acestea sunt modificate sau de dinamica echilibrului fosforilare/ defosforilare. 

Aici am combinat două tehnici de spectrometrie da masă - nativă şi de tip bottom-up – 

pentru a caracteriza tirozin-fosforilarea EYA3 de către Src kinaza şi autodefosforilarea EYA3. 

De asemenea, am evaluat contribuţia la fosforilarea totală a EYA3 pentru unele dintre reziduurile 
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de fosfotirozină identificate. Implicaţiile în proliferarea celulelor HEK293T, MCF-7 şi MDA-

MB-231 şi invazivitatea celulelor MCF-7 au fost investigate pentru trei dintre reziduurile de 

fosfotirozină detectate. S-a facut şi o comparaţie între tiparul de fosforilare a trei proteine EYA3, 

în HEK293T şi MCF-7, prin spectrometrie de masă de tip bottom-up. În final, s-a folosit o 

metodă bioinformatică pentru a stabili gradul de conservare pentru situsurile de tirozină din 

EYA3 identificate aici ca fiind fosforilate. 

IV.1 MATERIALE ŞI METODE 

Materialele necesare au constat în construcţi, primeri, anticorpi, enzime, kit-uri, substanţe 

(având gradul de puritate biologie moleculară sau cromatografie de lichide/spectrometrie de 

masă, pentru: culturi de celule de mamifer şi bacteriene, pentru expresie şi purificare de proteine, 

analize de peptide prin cromatografie de lichide cuplată cu spectrometrie de masă - nLC-MS/MS 

- şi de proteine prin spectrometrie de masă nativă).    

Următoarele proceduri experimentale şi analize au fost efectuate: expresie şi purificare de 

proteine din culturi bacteriene, culturi de celule de mamifer, transfecţii, recoltări şi lize, 

imunoprecipitări, reacţii kinazice in vitro, teste cinetice, teste in vitro de determinare a activităţii 

protein-tirozin-fosfatazice, spectrometrie de masă nativă (ESI-MS), respectiv de tip bottom-up 

cuplată cu cromatografie de lichide, îmbogăţire de fosfopeptide utilizând TiO2, teste MTS (de 

viabilitate celulară), teste de analiză a distribuţiei ciclului celular şi de proliferare (ce implică 

marcarea celulelor cu CFSE) - ambele analizate prin citometrie în flux - teste de invazivitate, 

alinieri de secvenţe efectuate utilizând programe bioinformatice. 

IV.2 REZULTATE ŞI DISCUŢII 

IV.2.1 Analiza prin spectrometrie de masă nativă a EYA3 şi a fosforilării in vitro a 

acesteia de către kinaza Src  

Analiza EYA3 prin spectrometrie de masă nativă  

Interacţia dintre două molecule EYA3 este mediată de partea C-terminală (ED) a fiecărei 

proteine şi are loc atunci când este indusă tirozin-fosforilarea lor. În cazul fosforilării EYA3 de 

către Src, am folosit prima oară tehnica spectrometriei de masă nativă pentru a evalua dinamica 

celor două procese opuse (tirozin-fosforilarea şi autodefosforilarea) la nivelul proteinei intacte. 

În acest scop, iniţial am caracterizat comportamentul în spectrometria de masă nativă a celor 

două proteine EYA3 care urmau să fie folosite în experimentele de fosforilare - 6xHis-EYA3 

WT şi 6xHis-EYA3 D311N (Fig. IV-1).  
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Figura IV-1. Analiza 6xHis-EYA3 WT şi 6xHis-EYA3 D311N prin spectrometrie de masă 
nativă. 
Spectrul original al 6xHis-EYA3 WT (a) şi 6xHis-EYA3 D311N (c) la pH 6.8, cu imaginile focalizate pe o 
anumită zonă, în b) respectiv d), care sunt spectre adnotate. 
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Masele moleculare ale proteinelor EYA3 pot fi calculate cu precizie (folosindu-ne de valorile m/z ale 
tuturor sarcinilor identificate pentru acea proteină, evidenţiate aici în violet) şi valorile obţinute corespund 
secvenţelor de proteine cărora le lipseşte Met start: 65611.22 ± 0.9 Da pentru 6xHis-EYA3 WT şi 
65608.09 ± 1.1 Da pentru 6xHis-EYA3 D311N. Masele moleculare teoretice ale proteinelor purificate 
sunt: 65742.1 Da (6xHis-EYA3 WT) şi 65741.1 Da (6xHis-EYA3 D311N).  
În spectrele adnotate ale 6xHis-EYA3 WT (b) şi 6xHis-EYA3 D311N (d): 

- masa moleculară (MW) calculată 47075.05 ± 0.2 Da (sarcini evidenţiate în roz), reprezentând 
homo-trimerul proteinei şaperon (chaperone) Skp, al cărui monomer este evidenţiat mai bine în d) 
şi care a avut MW calculată de 15691.49 ± 0.87 Da (îi lipsesc primii 20 de aminoacizi). 

- MW calculată 68983 ± 0.2 Da (sarcini evidenţiate în verde), reprezentând proteina şaperon 
DnaK, căreia îi lipseşte Met start. 

- anvelopa de sarcini pentru complexul dintre EYA3 şi trimerul de Skp (sarcini evidenţiate în 
albastru), pentru care MW s-a calculat în Fig. IV-2.  

In imaginile din b) şi d), ce conţin un interval m/z îngust, corespunzător sarcinii 16+ a fiecărei proteine 
EYA3, două vârfuri (peaks) majore pot fi observate, iar acestea corespund la două proteoforme ale EYA3: 

- EYA3 cu prima Met clivată: m/z de 4101.72 în b) şi 4101.50 in d) 
- moleculelor acetilate ale EYA3 ce are prima Met clivată (stea verde deasupra vârfului 

corespunzător): m/z de 4104.27 în b) şi 4104.13 in d). MW calculată pentru proteina 6xHis-
EYA3 WT acetilată este 65652.45 ± 0.3 Da şi 65650.82 ± 2 Da pentru proteina 6xHis-EYA3 
D311N acetilată. 

Ambele proteine au fost exprimate în sistem procariot, apoi purificate la grad înalt de 

puritate. Masele lor moleculare au fost calculate bazându-ne pe valorile m/z ale vârfurilor 

contigue din anvelopa sarcinilor (Fig. IV-1). Masele moleculare corespund secvenţelor 

proteinelor 6xHis-EYA3 cărora le lipseşte Met start. Datorită rezoluţiei mari a spectrometrului 

de masă, spectrele din nativ ale ambelor proteine dezvăluie o însuşire interesantă: sunt două 

proteoforme pentru EYA3 (vezi imaginile focusate din Fig. IV-1b şi 1d, pentru z = 16+). Pentru 

a elucida originea celei de-a doua forme moleculare (m/z de 4104.27 pentru WT şi 4104.13 

pentru D311N), am efectuat analize suplimentare de spectrometrie de masă de tip bottom-up. 

Rezultatele arată că reziduul de Ser ce urmează după Met start (îndepărtată), a fost acetilat în 

timpul expresiei în sistem procariot. 

O analiză atentă a spectrelor ESI-MS (Fig. IV-1) a dezvăluit alte două tipare de proteine 

ionizate, ceea ce indică faptul că în probele de EYA3 mai sunt prezente înca două proteine. 

Pentru a identifica aceste două proteine, am supus probele de proteină purificată unui protocol 

de digestie din gel, urmat de o analiză nLC-MS/MS. Două proteine şaperon au fost identificate: 

Skp şi DnaK (Fig. IV-1). Acoperirea de secvenţă pentru Skp indică faptul că şaperonului îi lipsesc 

primii 20 de aminoacizi din partea N-terminală. Din calculele precise efectuate din datele de 

spectrometrie de masă nativă, am determinat că Skp se prezintă ca homotrimer cu exact 20 de 

aminoacizi lipsă, din fiecare monomer. Atunci când se aplică o energie mai mare probei, trimerul 

de Skp disociază în monomer şi dimer. 

Optimizări ulterioare ale instrumentului Orbitrap™ EMR, astfel încat să se poată 

achiziţiona spectre de la valori m/z mai mari, ne-au condus la identificarea unei alte distribuţii de 

sarcină. Masa moleculară calculată denotă prezenţa complexului dintre EYA3 şi trimerul de Skp, 
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notat mai departe ca EYA3-(Skp)3 (Fig. IV-1b şi 1d). Atunci când se aplică o energie mai mare, 

complexul disociază în monomer de Skp şi complexul EYA3 cu dimerul de Skp.  

Din analiza ESI-MS a ambelor proteine EYA3 se poate observa că EYA3 este atât liberă în 

soluţie (sub forma de monomer) cât şi în complex cu trimerul de Skp. Întrebarea care apare este 

dacă Skp se leagă preferenţial de unul dintre domeniile EYA3, împiedicând astfel fosforilarea 

unor reziduuri. Pentru a elucida acest aspect, pe lânga EYA3 WT şi EYA3 D311N, prezenţa Skp 

a fost cautată şi în alte proteine purificate EYA3: EYA3 D309N, EYA3 ΔED WT (N-terminalul 

EYA3) şi EYA3 ED WT. Prezenţa Skp a fost confirmată prin analiza nLC-MS/MS, după 

supunerea benzii respective de proteină (dintr-un gel tip SDS-PAGE) unui protocol de digestie 

din gel. Rezultatele de la toate cele cinci proteine dezvăluie faptul că Skp se asociază atât cu 

proteina întreagă cât şi cu domeniul N-terminal al EYA3. Astfel, prezenţa domeniului N-terminal 

pare sa fie esenţială în formarea complexului. 

Am încercat să exprim EYA3 WT respectiv D311N într-o tulpină bacteriană în care gena 

pentru Skp a fost scoasă (MC 4100 ΔSkp). Analiza Western blot folosind anticorp anti-EYA3 a 

indicat că niciuna dintre proteinele EYA3 nu s-a exprimat, sugerând că, în absenţa şaperonului 

Skp, EYA3 este instabilă şi nu poate fi exprimată ca proteină solubila. Folosind programul 

PrDos88, am efectuat o predicţie a gradului de dezordine pentru EYA3 şi rezultatele au indicat 

faptul că regiunea N-terminală este foarte dezodonată (Fig. IV-2). Această descoperire, şi faptul 

că EYA3 nu a putut fi exprimată în celule MC 4100 ΔSkp, sugerează că Skp are rol în stabilizarea 

EYA3, ataşându-se de structura dezordonată a părţii N-terminale. Probabil că în absenţa Skp 

regiunile dezodonate ale EYA3 sunt expuse proteazelor, conducând astfel la degradarea EYA3 

prin proteoliză.  

Nu am putut identifica niciun complex între EYA3 şi DnaK. 

 
 

Figura IV-2. Reprezentare a profilului de dezordine al EYA3 WT80:  
Predicţia gradului de dezordine al EYA3 WT, folosind PrDos88, la 5% rată de fals pozitive, mapat pe 
secvenţa proteinei (roşu/ negru - deasupra/ dedesubtul pragului de dezordine). 
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Analiza prin spectrometrie de masă nativă a tirozin-fosforilării in vitro a EYA3 de 

către Src  

Având datele de spectrometrie de masă nativă pentru cele două proteine purificate, am 

detectat câte situsuri de tirozină din EYA3 sunt fosforilate de Src. În acest scop, fiecare din 

proteinele EYA3 purificate au fost fosforilate in vitro şi apoi probele au fost analizate prin 

spectrometrie de masă nativă. Pe scurt, 6xHis-EYA3 WT şi 6xHis-EYA3 D311N au fost fiecare 

incubate cu Src (GST-v-Src) şi ATP, pentru 5 min respectiv 2 h. În cazul incubării cu Src şi ATP 

pentru 2 h, doar molecule cu un singur reziduu fosforilat au fost detectate (Fig. IV-3a comparativ 

cu IV-3c). Atunci când a fost fosforilată EYA3 D311N, forma inactivă ca şi PTPază, după doar 5 

min au fost detectate molecule cu până la trei reziduuri fosforilate. În orice caz, după 2 h, s-au 

putut detecta molecule ale EYA3 D311N cu până la 12 reziduuri fosforilate (Fig. IV-3b 

comparativ cu IV-3d). Diferenţa dintre comportamentul EYA3 WT şi cel al EYA3 D311N, 

atunci când sunt fosforilate, evidenţiază importanţa activităţii ED în controlarea fosforilării 

EYA3. 
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Figura IV-3. Analiza prin spectrometrie de masă nativă a proteinelor EYA3 WT şi D311N 
înainte şi după fosforilarea de către Src80.  
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Spectrul de masă nativ al 6xHis-EYA3 WT (a) şi 6xHis-EYA3 D311N (b) purificate, cu imaginile 
focalizate pe sarcina 16+. Aceste spectre sunt comparate cu cele obţinute în reacţiile de fosforilare in vitro 
(v-Src, ATP) ale 6xHis-EYA3 WT (c) şi 6xHis-EYA3 D311N (d). 
c) Vârfuri adiacente ale anvelopei de sarcini ale 6xHis-EYA3 WT după 2 h de tirozin-fosforilare. 
Focalizare pe sarcina 16+: au fost detectate molecule nefosforilate (m/z = 4101.74, respectiv 4104.30 
pentru cele acetilate) şi molecule cu un singur reziduu fosforilat (P, m/z = 4106.89) 
d) Spectrul de masă nativ al 6xHis-EYA3 D311N, după 2 h de tirozin-fosforilare. Focalizare pe sarcina 
16+: au fost detectate molecule cu până la 12 reziduuri fosforilate (P până la 12P). Moleculele acetilate au 
acelaşi număr maxim de reziduuri fosforilate. 
 

Dinamica fosforilării EYA3 de către Src şi a autodefosforilării acesteia, analizate 

prin spectrometrie de masă nativă 

Am folosit avantajele oferite de spectrometria de masă nativă pentru a investiga dinamica 

glabală a tirozin-fosforilării şi autodefosforilării EYA3. Experimentul a constat într-un set de 

reacţii în care mutantul inactiv şi tirozin-fosforilat al EYA3 a fost defosforilat direct de către 

EYA3 WT (Fig. IV-4a). Am cuantificat datele brute de spectrometrie de masă nativă, 

corespunzătoare moleculelor de 6xHis-EYA3 D311N ce purtau sarcina 16+, din fiecare reacţie 

(Fig. IV-4b). Am observat o creştere în fosforilare pentru EYA3 D311N de la 5 min la 4 h de 

incubare cu Src. În proba incubată pentru două ore cu EYA3 WT, nu s-a detectat niciun semnal 

pentru moleculele cu cel mai mare număr de grupări fosfat (7 până la 9) şi semnalul a scăzut 

pentru cele care purtau între şase şi două grupări fosfat. Formele monofosforilate au fost cele 

mai abundente, dar foarte important, intensitatea moleculelor nefosforilate a crescut semnificativ, 

ele devenind a doua cea mai abundentă formă a EYA3. Cuantificarea proteoformelor acetilate ale 

EYA3 din cele patru probe a dezvăluit un comportament similar. Aceasta demonstrează că 

acetilarea nu impiedică fosforilarea EYA3. Comparând rezultatele probei “2 h/Src + 2 h/EYA3 

WT” cu cele ale probei “4 h/Src”, putem concluziona că EYA3 WT a defosforilat direct EYA3 

inactivă, tirozin-fosforilată.  

                                                                   b  
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Figura IV-4. Dinamica tirozin-fosforilării EYA3 de către kinaza Src şi a autodefosforilării 
acesteia, analizate prin spectrometrie de masă nativă80. 
a) Schema experimentului: 6xHis-EYA3 D311N a fost fosforilat in vitro de către Src pentru 2 h şi o probă 
a fost colectată după 5 min de la startul reacţiei. După cele 2 h, o altă probă a fost colectată, iar restul 
reacţiei a fost împărţit în două: o jumatate a fost incubată pentru încă două ore şi în cealaltă am adaugat 
EYA3 WT şi am incubat-o tot pentru 2 h. Toate reacţiile au fost efectuate la 30°C. b) Cuantificarea 
datelor brute corespunzătoare moleculelor de 6xHis-EYA3 D311N care au sarcina 16+.  

În cazul complexului EYA3 D311N-(Skp)3 s-a observant un comportament similar cu 

proteina EYA3 D311N monomer. Subliniem că, deşi Src a fost activă în timpul celor 2 h de 

incubare cu EYA3 WT menţionate, aşadar ambele reacţii opuse au avut loc simultan, 

defosforilarea EYA3 D311N a fost evidentă.  

 

IV.2.2 Detecţia reziduurilor de tirozină ale EYA3, fosforilate de către Src, şi identificarea 

situsurilor de autodefosforilare ale EYA3 

Fosforilarea EYA3 de către Src şi autodefosforilarea EYA3 sunt două procese opuse, care, 

cel puţin in vitro, au loc simultan. Prin urmare, analiza lor detaliată necesită separarea acestora. 

Iniţial, am investigat tirozin-fosforilarea cu Src utilizând forma catalitic-inactivă, EYA3 D311N. 

Apoi, pentru a studia autodefoforilarea, am folosit forma WT a EYA3. Pentru că este activă ca 

PTPază, când este incubată cu Src şi ATP putem observa care reziduuri au fost defosforilate şi 

variaţia în timp a nivelului de fosforilare pentru reziduurile care încă sunt fosforilate. Pentru 

scopul nostru, am efectuat un set de reacţii in vitro, iar probele au fost analizate prin spectrometrie 

de masă tip bottom-up, folosind HCD ca metodă de fragmentare. 

Fosforilarea la diverse momente de timp a EYA3 D311N a dezvăluit cinci reziduuri de 

tirozină fosforilate după 5 min de reacţie (Y72, Y77, Y96, Y105, Y237) şi unsprezece reziduuri 

după 6 h (Y67, Y72, Y77, Y90, Y96, Y105, Y108, Y208, Y237, Y426, Y532) (Fig. IV-5a). Toate 

reziduurile de tirozină detectate au fost fosforilate în 30 min de incubare cu Src, dar evoluţia lor 

în timp este diferită. 

Fosforilarea la diverse momente de timp a EYA3, de către Src (Fig. IV-5b), a dezvăluit 

patru reziduuri de tirozină fosforilate după 5 min (Y77, Y96, Y105 şi Y237). Aceleaşi reziduuri au 

fost detectate după 6 h. La momentul de timp 30 min şi chiar şi 2 h, Y72 a fost de asemena 

identificat drept fosforilat, dar acest reziduu a fost defosforilat în cele din urmă. Cele şapte 

reziduuri - Y67, Y72, Y90, Y108, Y208, Y426, Y532 - care nu au fost detectate aici, dar au fost 

identificate în cazul fosforilarii EYA3 D311N de către Src, pot fi considerate principalele situsuri 

de autodefosforilare. 
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Figura IV-5. Reziduurile de tirozină Src-fosforilate ale EYA3 şi reziduurile ce sunt 
autodefosforilate80.  
a) şi b) Rezultate obţinute după analiza nLC-MS/MS urmată de interpretarea datelor, cuantificare relativă 
şi normalizare: reprezentarea grafică a evoluţiei fosforilării pentru fiecare reziduu de tirozină care a fost 
identificat ca fiind fosforilat în reacţiile in vitro EYA3 D311N + Src + ATP (a) şi EYA3 WT + Src + ATP 
(b).  

Pentru majoritatea acestor reziduuri s-a efectuat o caracterizare în ceea ce priveşte cinetica 

dependentă de timp şi rezistenţa la autodefosforilare. Aceste rezultate ne permit să presupunem 
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că, în comparaţie cu forma nefosforilată, EYA3 WT fosforilat de Src are activiatate PTPazică, şi 

astfel capacitate de autodefosforilare, diferită. Pentru a verifica aceasta ipoteză, iniţial am efectuat 

o reacţie in vitro de fosforilare a 6xHis-EYA3 WT de către v-Src, apoi am determinat activitatea 

enzimatică a 6xHis-EYA3 WT folosind pNPP drept substrat. Rezultatele obţinute dezvăluie 

faptul că forma Src-fosforilată a EYA3 are activitate PTPazică uşor crescută.  

Astfel, tendinţa de fosforilare a reziduurilor Y72, Y77, Y96, Y105 şi Y237 din EYA3 WT 

fosforilată de kinaza v-Src (Fig. IV-5b) poate fi explicată luând în considerare această nouă 

informaţie. În primele 30 min, Src fosforilează EYA3 WT, generând multe molecule de EYA3 

WT tirozin-fosforilată, cu activitate PTPazică crescută. Aceste molecule defosforilează intens 

fosfo-Y96, Y105 şi Y237 şi reusesc să defosforileze, într-o manieră mai mică, însă, şi fosfo-Y72 şi 

Y77. Numărul de molecule EYA3 WT nefosforilate creşte şi starea iniţiala este restaurată. În 

timp, procesul se dezvoltă spre o stare de echilibru (steady state). 

Cele patru reziduuri de tirozină care au rămas fosforilate chiar şi atunci când EYA3 WT a 

fost incubată cu Src pentru 6 h, pot fi considerate reziduuri cu rezistenţă crescută la 

autodefosforilare.  

 

IV.2.3 Dinamica tirozin-fosforilării şi defosforilării in vitro a EYA3 D311N  

Următorul nostru obiectiv a fost să determinăm ordinea în care reziduurile fosforilate ale 

EYA3 D311N sunt defosforilate de forma activă a PTPazei. Studiul în profunzime al variaţiei în 

timp a fosforilării/ defosforilării EYA3 poate furniza informaţii importante pentru determinarea 

relevanţei in vitro a acestei modificări post-translaţionale în ceea ce priveşte EYA3 şi partenerii ei 

de interacţie. 

Diferenţa dintre acest experiment şi cele prezentate anterior în acest capitol, a fost că în 

acest caz, Src a fost inactivat, pentru ca procesul de fosforilare să nu interfere cu defosforilarea 

EYA3 D311N. Setul de reacţii in vitro efectuate pentru a ne atinge scopul a constat în tirozin-

fosforilarea EYA3 D311N de către Src, inactivarea kinazei (cu PP2) şi în final, defosforilarea 

mutantului inactiv de către o forma activă catalitic a EYA3 (ED EYA3 WT). Probele au fost 

verificate prin Western blot cu anticorpi anti-pY şi anti-His şi benzile de 6xHis-EYA3 D311N au 

fost digerate din gel folosind chimotripsina. Peptidele extrase au fost analizate prin nLC-MS/MS, 

folosind metodele de fragmentare CID şi ETD. Determinarea variaţiei fosforilării pentru fiecare 

din reziduurile de fosfotirozină a fost efectuată prin cuantificare relativă (Fig. IV-6).   
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Figure IV-6. Dinamica tirozin-fosforilării in vitro a EYA3 D311N (de către v-Src) şi a 
defosforilării (de către ED EYA3 WT), analizată prin nLC-MS/MS80.  
Cuantificarea relativă situs-specifică a variaţiilor fosforilării pentru reziduurile de fosfotirozină ale EYA3 
D311N detectate. Graficul arată media ± SEM a două experimente independente, fiecare analizat în două 
replicate tehnice (n = 4). 

Au fost identificate unsprezece reziduuri de fosfotirozină (Fig. IV-6). Numai şase reziduuri 

- Y77, Y90, Y96, Y208, Y237 şi Y508 - au rămas fosforilate după 2 h de incubare cu domeniul 

catalitic al EYA3 şi după 4 h, doar patru dintre ele au ramas fosforilate (Y77, Y96, Y237 şi Y508). 

Fosfo-Y77, -Y96 şi -Y237 prezintă cinetici de defosforilare similare între 0 h şi 4 h de incubare 

cu EYA3 ED WT, dar fosfo-Y508 este la acelaşi nivel de fosforilare după 2 h şi 4 h de activitate 

a ED WT. Aceasta face ca fosfo-Y508 sa fie un alt reziduu cu rezistenţă crescută la 

autodefosforilare şi singurul din regiunea C-teminală a EYA3 care a dovedit rezistenţă la acest 

proces. 

Bazându-ne pe toate datele obţinute din analizele de spectrometrie de masă tip bottom-up, 

putem concluziona că in vitro, kinaza Src poate fosforila treisprezece reziduuri de tirozină din 

EYA3: Y67, Y72, Y77, Y90, Y96, Y105, Y108, Y115, Y208, Y237, Y426, Y508, Y532. Faptul că 

Y77, Y96 şi Y237 nu au fost complet defosforilate după 4 (Fig. IV-6) sau chiar 6 h (Fig. IV-5b) 

de incubare cu o forma catalitic-activă a EYA3 (WT întreaga sau ED WT) susţine ideea că aceste 

reziduuri au rezistenţă crescută la autodefosforilare. Deşi Y508 nu a fost detectat în reacţia in vitro 

efectuată la diverse momente de timp, acest reziduu poate fi de asemenea considerat situs cu 
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rezistenţă crescută la autodefosforilae, deoarece a fost detectat ca fiind fosforilat chiar şi după 4 h 

de incubare a fosfo-EYA3 D311N cu ED WT.  

 

IV.2.4 Contribuţia situsurilor de tirozină identificate drept fosforilate de Src, asupra 

fosforilării totale a EYA3 

Treisprezece situsuri de tirozină ale EYA3 au fost detectate ca fiind fosforilate de către Src 

în reacţiile kinazice in vitro. Validarea acestor situsuri de tirozină este necesară pentru a înţelege 

mai bine impactul tirozin-fosforilării EYA3 induse de Src în celulele de mamifer. Pentru a aborda 

această problemă, am introdus mutaţii succesive Y→F pentru reziduurile de fosfotirozină 

identificate anterior în secvenţa EYA3 D309N, prin mutageneză situs-direcţionată.  

Am efectuat co-transfecţii tranziente cu vectori ce codifică pentru EYA3 WT, EYA3 

D309N (DN) sau mutanţii lor Y→F (notaţi de la T0 la T11) şi c-Src (număr de identificare 

Uniprot: P00523) cu mutaţia Y527F (creşte considerabil activitatea protein-tirozin-kinazică89,90), 

în celule HEK293T. După IP pentru EYA3, experimentele Western blot au fost cuantificate 

pentru a detecta variaţia nivelului de fosforilare al mutanţilor. Primii mutanţi, T0 - T3, conţin 

mutaţii Y→F la reziduurile ce au fost detectate cu rezistenţa crescută la autodefosforilare (Y77, 

Y96, Y105 şi Y237, vezi Fig. IV-5, 6).  

O scădere treptată a nivelului de fosforilare poate fi observată între DN şi primii şase 

mutanţi consecutivi Y→F (Fig. IV-7a). Aceste rezultate arată că fosforilarea reziduurilor Y96, 

Y77, Y105, Y90 şi Y115 are o contribuţie determinabilă la fosforilarea totală a EYA3. 

Cuantificarea şi normalizarea datelor de la toţi ceilalţi mutanţi (T6 - T11) care au fost co-

exprimaţi cu Src, a dezvăluit variaţii nereproductibile ale nivelului de fosforilare şi nu am putut 

determina nicio tendintă. Este posibil ca numărul relativ mare de mutaţii să inducă modificări 

conformaţionale, ce pot conduce în final la o tirozin-fosforilare aberantă.  

Pentru a obţine o evaluare mai precisă a contribuţiei fiecărui reziduu fosforilat la 

fosforilarea totală a EYA3, am obţinut şi alţi mutanţi, derivaţi din DN, T0 şi T1, şi am efectuat 

experimente similare pentru a determina fosforilarea lor relativă (Fig. IV-7b, c). Rezultatele de la 

cuantificare au arătat că Y77 şi Y96 au avut cea mai are contribuţie la fosforilare. Y237 nu pare să 

aibă vreo contribuţie la fosforilare. Când Y90 şi Y105 au fost introduse în mutantul T0, nu s-a 

detectat vreo scădere semnificativă în intensitate. Contribuţia lui Y90 şi Y105 a putut fi observată 

numai când acele reziduuri precum Y77 şi Y96 (cu o contribuţie majoră la fosforilare) au fost 

mutate la fenilalanină (Fig. IV-7a).  

Dintre aceste experimente de mutageneză cuplate cu IP şi Western blot, Y77 şi Y96 se 

remarcă drept reziduurile cu cea mai mare contribuţie la fosforilarea EYA3. Acest rezultat va fi 
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util în cercetări ulterioare ce implică proteine EYA3, de exemplu în determinarea căilor de 

transducţie a semnalului. 

 

 

Figura IV-7. Tirozin-fosforilarea unui număr variat de mutanţi EYA3, în celule HEK293T80.  
Pentru fiecare proteină EYA3 imunoprecipitată, intensitatea benzii obţinute în urma Western blot-ului cu 
anti-pY a fost divizată la cea obţinută în Western blot-ul anti-c-myc. Graficul reprezintă valorile 
fosforilărilor 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 făcută cu programul ImageJ81. Pentru fiecare din experimentele descrise (a, b, c), 
valorile reprezintă media ± SD pentru trei experimente independente (n = 3) şi statistica (unpaired t-test, 
two-tailed) a fost efectuată folosind programul GraphPad Prism6.  
 

IV.2.5 Implicaţii la nivel celular pentru unele situsuri de tirozină ale EYA3 fosforilate de 

kinaza Src  

Ştiind faptul că proteinele EYA sunt implicate în multe procese cancerigene41,78, am 

investigat dacă anumite reziduuri de tirozină fosforilate de Src pot fi implicate în proliferare şi 

invazivitate celulară. Prima oară, am investigat dacă EYA3 endogenă este tirozin-fosforilată în 
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celule HEK293T ce exprimă tranzient c-Src Y527F. EYA3 a fost tirozin-fosforilată numai în 

celule HEK293T care supraexprimau c-Src Y527F. Tratamentul cu benzbromaronă a indus o 

creştere a tirozin-fosforilării proteinei EYA3 endogenă, prin comparaţie cu celulele tratate doar 

cu DMSO, celulele control. Aceasta demonstrează că EYA3 endogenă are capacitate de 

autodefosforilare. 

Astfel, am ales ca pentru efectele celulare menţionate, să investigăm situsurile de tirozină 

din partea N-terminală, dar şi pe cele care prezintă rezistenţă crescută la autodefosforilarea 

EYA3. Ne-am gandit că, mai ales reziduurile din EYA3 care rămân fosforilate pentru o perioadă 

mai lungă de timp ar putea face parte dintr-o cascadă de semnalizare activată de tirozin-

fosforilare. Am ales doi mutanţi EYA3 WT Y→F: EYA3 Y237F Y96F Y77F (EYA3 WT T2) şi 

unul care avea toate situsurile de tirozină din N-terminal detectate ca fiind fosforilate de Src, 

mutate la fenilalanina (EYA3 WT T9). Iniţial, am deteminat activitatea lor PTPazică folosind 

pNPP ca substrat şi am comparat-o cu activitatea EYA3 WT. Numai EYA3 WT T2 a fost aleasă 

pentru investigaţii suplimentare, deoarece a reţinut mare parte din activitatea PTPazică (90%).    

Testul MTS, prin care se poate determina viabilitatea celulară, a fost prima oară efectuat pe 

celule HEK293T. Rezultatele arată că în absenţa expresiei c-Src Y527F, celulele care 

supraexprimau mutantul EYA3 WT T2 au avut valori ale absorbanţei mai mici în comparaţie cu 

cele care supraexprimau EYA3 WT sau celulele control (vector gol) (*** p<0.001, Fig. IV-8a). 

Aceste rezultate sugerează că unul sau mai multe din aceste reziduuri de tirozină pot fi implicate 

în evenimente induse de EYA3 ce conduc la proliferare celulară. De asemenea, am observant că 

supraexpresia EYA3 WT a crescut valoarea absorbanţei celulelor HEK293T respective (Fig. IV-

8a). Totuşi, acest efect a fost abolit atunci când c-Src Y527F a fost co-exprimat cu EYA3 WT 

(Fig. IV-8a).  

Deoarece rezultatele testului MTS ar putea fi explicate prin creşterea supravieţuirii celulare 

sau a metabolismului, pe lângă creşterea ratei de proliferare, am efectuat o analiză a distribuţiei 

ciclului celular pentru a determina dacă EYA3 are rol în proliferarea celulelor HEK293T. Analiza 

ciclului celular cu ajutorul citometriei în flux (Fig. IV-8b) a fost efectuată la 24 h după ce au fost 

transfectate celulele. Rezultatele arată că cea mai mare proporţie de celule în fazele S+G2/M s-a 

găsit în cazurile în care forma dominant-negativă a kinazei a fost exprimată tranzient. Probele în 

care nu a fost supraexprimată nicio formă a c-Src au avut cea mai mică proporţie de celule în 

fazele S+G2/M. Atunci când c-Src Y527F K295R a fost prezent, supraexpresia EYA3 WT a 

generat o proporţie mai mare de celule în fazele S+G2/M comparativ cu EYA3 WT T2. 

Interesant este faptul că acumularea în G0/G1, şi astfel o proporţie redusă de celule în fazele 
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S+G2/M, generate de mutantul WT T2 al EYA3, nu a fost observată atunci când forma 

constitutiv-activă a c-Src a fost supraexprimată. 

a                                                     b 
aamccmsc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

c 

 

Figura IV-8. Implicaţii la nivel celular pentru mutaţiile Y→F ale unor situsuri de fosfotirozină ale 
EYA3, în celule HEK293T80.  
a) Test MTS pe celule HEK293T la 72 h după transfecţie. Rezultatele reprezintă media ± SEM a trei 
experimente independente, fiecare având trei replicate (n = 9). Analiza statistică 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 în flux a distribuţiei ciclului celular pentru celulele HEK293T care exprimă 
tranzient EYA3 WT sau EYA3 WT T2 cu sau fără expresia c-Src Y527F sau c-Src Y527F K295R, la 24 h 
post-transfecţie. Valorile reprezintă cumulul valorilor procentuale pentru celulele din fazele S şi G2/M. 
Rezultatele reprezintă media ± SEM a două experimente independente (n = 3). Analiza statistică s-a făcut 
prin aplicatea testului t-Student (unpaired test, two-tailed; * p< 0.05; ** p< 0.01; **** p< 0.0001).  
c) Analiza prin citometrie în flux a celulelor HEK293T marcate cu CFSE. Graficul indică valoarea 
mediană a intensităţii fluorescenţei CFSE (median fluorescence intensity - MFI), la 48 h post-transfecţie. 
Valorile reprezintă media ± SD a unui experiment reprezentativ din două efectuate (n = 2). 

Mai departe, am vrut să verificăm dacă acea creştere detectată a proporţiei de celule în 

fazele S+G2/M a fost cauzată de o rată crescută de proliferare sau a fost o consecinţă a blocării 

ciclului celular în fazele G2/M. În acest scop, am marcat celulele cu CFSE şi am urmărit 
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proliferarea prin măsurarea gradului de diluare al acestui colorant în timp. Analiza de citometrie 

în flux (Fig. IV-8c) a dezvăluit că celulele au avut cea mai mică rată de proliferare (deci cele mai 

mari valori ale MFI) în absenţa supraexpresiei c-Src, şi cea mai mare rată de proliferare atunci 

când a fost supraexprimata forma dominant-negativă a kinazei. Valorile MFI (măsurători 

efectuate la 48 h post-transfecţie) reflectă rezultatele de la analiza distribuţiei ciclului celular 

(măsuratori efectuate la 24 h post-transfecţie). Aşadar, profilele de proliferare obţinute în testul 

MTS (ilustrat în Fig. IV-8a) reflectă într-adevăr o modificare a distribuţiei ciclului celular. În 

concluzie, mutaţia Y→F a celor trei reziduuri - Y77, Y96 şi Y237 - aboleşte efectul pro-

proliferativ al supraexpresiei EYA3. 

Am efectuat atât teste MTS cât şi experimente de invazivitate celulară pe MCF-7, o linie 

celulară de cancer de sân. Nu am detectat diferenţe semnificative între celulele care au 

supraexprimat EYA3 WT şi EYA3 WT T2, indiferent dacă c-Src Y527F a fost supraexprimat sau 

nu. Aceasta sugerează o specificitate celulară în ceea ce priveşte efectul proliferativ al EYA3. 

Influenţa fosforilării EYA3 WT şi EYA3 WT T2 indusă de Src asupra proliferării celulare a 

fost testată şi în celule MDA-MB-231, o linie de cancer de sân triplu-negativ, foarte agresivă. 

Testele MTS arată că celulele MDA-MB-231 care au supraexprimat EYA3 WT au avut 

proliferare crescută comparativ cu cele care au supraexprimat EYA3 WT T2 şi probele control 

(Fig. IV-9a). Analizele Western blot ale probelor colectate la 24 h respectiv 48 h post-transfecţie 

arată că supraexpresia c-Src Y527F diminuează drastic expresia EYA3 WT şi EYA3 WT T2 (Fig. 

IV-9b). De remarcat este faptul că în celulele HEK293T şi MCF-7 nu am detectat nicio scădere 

în expresia EYA3 atunci când a fost co-exprimată cu c-Src Y527F, nici la 48 h şi nici la 72 h 

post-transfecţie. Toate aceste rezultate indică o specificitate celulară în ceea ce priveşte 

consecinţele interacţiei dintre EYA3 şi Src. 

Am vrut să investigăm şi dacă c-Src Y527F influenţează expresia proteinei EYA3 

endogenă. Expresia EYA3 endogenă a scăzut în celulele care au supraexprimat cea mai mare 

cantitate de c-Src Y527F şi din această categorie, cea mai mică expresie a EYA3 s-a detectat în 

celulele recoltate 48 h post-tranfecţie. Aceste rezultate indică faptul că supraexpresia c-Src 

constitutiv-activă scade expresia EYA3.  
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Figura IV-9. Experiment de proliferare în celulele MDA-MB-231. Influenţa supraexpresiei c-Src 
Y527F asupra EYA3 endogenă.  
a) Rezultatul testelor de proliferare efectuate pe celule MDA-MB-231 folosind MTS. Rezultatele 
reprezintă media ± SEM a trei experimente independente, fiecare având trei replicate (n = 9). Analiza 
statistică s-a făcut prin aplicatea testului t-Student (unpaired, two-tailed; n.s. - nesemnificativ statistic; * p < 
0.05), folosind GraphPad Prism6. 
b) Rezultat Western blot reprezentativ, obţinut din analiza celulelor MDA-MB-231 supuse testului de 
proliferare. Probele au fost colectate la 24 h post-transfecţie şi după măsurarea absorbanţelor (48 h post-
transfecţie). 
  

IV.2.6 Tiparul de fosforilare al EYA3 indus de Src în celulele HEK293T şi MCF-7  

Am determinat că, în aceleaşi condiţii experimentale (EYA3 WT sau WT T2 

supraexprimată singură sau cu c-Src Y527F), EYA3 are efecte diferite asupra proliferării pentru 

celulele HEK293T şi MCF-7. Având aceste rezultate, am dorit să identificăm tiparul de 

fosforilare al EYA3 indus de Src în aceste două linii celulare, aşa că am exprimat tranzient 

proteine EYA3 (EYA3 WT, EYA3 D309N şi EYA3 D309N Y77F) cu şi fără c-Src Y527F. Apoi 

am identificat reziduurile fosforilate ale proteinelor EYA3 prin nLC-MS/MS (cu metodele de 

fragmentare CID şi ETD) după îmbogaţirea probelor în peptide fosforilate, folosind TiO2. 

EYA3 D309N Y77F conţine mutaţia Y→F la reziduul care a prezentat cea mai mare contribuţie 

la fosforilarea EYA3.  

Majoritate acestor fosforeziduuri detectate sunt aceleaşi cu cele identificate în reacţiile de 

fosforilare in vitro a EYA3 D311N. Y325 şi Y329 sunt fosfositusuri noi. Au fost detectate şi 

reziduuri de serină fosforilate, datorită utilizării strategiei de îmbogaţire cu TiO2. Tiparul de 

fosforilare diferit al EYA3 în cele două linii celulare, ne face să presupunem că fosforilarea EYA3 

indusă de Src declanşează procese diferite în funcţie de tipul de celulă în care are loc. De 

asemenea, rezultatele obţinute sugerează că există o interacţiune complexă între fosforilarea 

indusă de Src şi autodefosforilarea EYA3, cu potenţiale implicaţii în fiziologia şi patologia 
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celulară, şi identificarea interactorilor pentru EYA3 ar fi foarte folositoare în determinarea căilor 

de transducţie a semnalului. 

 

IV.2.7 Stabilirea variabilităţii reziduurilor de tirozină ale EYA3 folosind unelte 

bioinformatice 

Identificare in vitro a unui reziduu fosforilat nu înseamna neapărat că acest reziduu are 

vreun rol funcţional, rezultatul poate fi un artefact experimental. În multe rapoarte s-a dovedit că 

fosfositusurile cu rol funcţional prezintă un grad de conservare semnificativ mai mare decât 

fosforeziduurile cu funcţie necunoscută91. Aceasta face din analiza de conservare a secvenţei o 

abordare utilă pentru a prezice care fosfositusuri au roluri funcţionale. De aceea, am efectuat o 

analiză de conservare a secvenţei pentru EYA3, cautând să determinăm gradul de conservare 

pentru toate situsurile de fosfotirozină identificate în acest capitol (cincisprezece în total: Y67, 

Y72, Y77, Y90, Y96, Y105, Y108, Y115, Y208, Y237, Y325, Y329, Y426, Y508, Y532). 

Analiza de variabilitate a fost efectuată pe un set de 721 de omologi ai EYA3, care au fost 

selectaţi din baza de date “Representative Proteomes RP55”92. Am putut estima gradul de 

conservare al reziduurilor de tirozină şi să vedem şi cât de conservate sunt şi celelalte reziduuri 

ale EYA3 printre cei 721 omologi. Reziduuri de tirozină atât din N-terminal, cât şi din ED, 

prezintă un grad mare de conservare. Acest lucru sugerează că ar putea avea implicaţii fiziologice 

şi constituie un argument în favoarea unor viitoare studii funcţionale. Reziduurile de tirozină 

Y72, Y77, Y90, Y105, Y108 şi Y208 sunt toate foarte bine conservate. Aceste reziduuri au fost 

identificate drept fosfositusuri atât în celulele HEK293T cât şi în celulele MCF-7, ceea ce 

sugerează că ar trebui luate în considerare în viitoare studii funcţionale. Y237 şi Y426, 

fosforeziduuri detectate doar în celulele MCF-7, sunt de asemenea foarte bine conservate şi ar 

trebui luate în considerare atunci când se investighează implicaţiile fosforilării EYA3 în acestă 

linie celulară. EYA3 ar putea fi implicată în căi de transducţie a semnalului şi prin intermediul 

altor reziduuri de tirozină care au prezentat grad înalt de conservare, aşa că nici aceste situsuri nu 

ar trebui ignorate în viitoare studii cu privire la această proteină.  

 

IV.3 CONCLUZII 

1. Analizele de spectrometrie de masă, nativă şi tip bottom-up, dezvăluie faptul că proteinelor 

EYA3 WT şi EYA3 D311N, exprimate în sistem procariot, le lipseşte reziduul iniţial de 

metionină, iar serina, reziduul ce urmează, a fost acetilat în timpul expresiei în procariote. 
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2. Proteinele purificate EYA3, exprimate în sistem procariot, formează un complex cu 

trimerul proteinei Skp. Este posibil ca Skp să stabilizeze EYA3, în special partea N-terminală a 

proteinei, care este foarte dezordonată.  

3. Analiza prin spectrometrie de masă nativă, după două ore de fosforilare in vitro a EYA3 

D311N de către Src, a dezvăluit 12 reziduuri fosforilate. Acelaşi experiment făcut pe EYA3 WT 

a dezvăluit numai un reziduu fosforilat, demonstrând următoarele: capacitatea de 

autodefosforilare a enzimei depăşeşte fosforilarea realizată de Src, dar şi importanţa ED-ului în 

controlarea stării de fosforilare.  

4. Analiza prin spectrometrie de masă nativă a arătat că EYA3 WT defosforilaează direct 

proteina EYA3 D311N, fosforilată de Src. Forma acetilată a fosfo-EYA3 D311N a fost de 

asemena defosforilată. Pentru EYA3 D311N care este în complex cu Skp, s-a observant că 

proteina şaperon induce o uşoară piedică în ceea ce priveşte fosforilarea de către Src.  

5. Unsprezece reziduuri de tirozină (Y67, Y72, Y77, Y90, Y96, Y105, Y108, Y208, Y237, 

Y426, Y532) au fost detectate ca fiind fosforilate în EYA3 D311N, prin analize de spectrometrie 

de masă de tip bottom-up ale reacţiei de fosforilare in vitro a EYA3 D311N de către kinaza Src la 

diverse momente de timp. În cazul EYA3 WT, în acelaşi tip de experiment, patru reziduuri de 

tirozină (Y77, Y96, Y105 şi Y237) au fost detectate drept fosforilate şi pot fi considerate 

reziduuri cu rezistenţă crescută la autodefosforilare. Cele şapte reziduuri de tirozină - Y67, Y72, 

Y90, Y108, Y208, Y426, Y532 - pot fi considerate situsurile principale de autodefosforilare. 

6. Analiza prin spectrometrie de masă de tip bottom-up a fosforilării EYA3 D311N de către 

kinaza Src şi defosforilarea de către EYA3 ED WT a dezvăluit nu numai două noi reziduuri de 

fosfotirozină (Y115 şi Y508), dar şi dinamica fosforilării/defosforilării pentru fiecare din 

reziduurile de tirozină fosforilate. În acest experiment, doar Y77, Y96, Y237 şi Y508 au fost 

identificate ca fiind fosforilate după 4 h de incubare cu EYA3 ED WT. Y508 a fost detectat ca 

alt reziduu cu o rezistenţă ridicată la autodefosforilare şi singurul reziduu din ED care a avut 

această caracteristică. 

7. In vitro, kinaza Src ar putea fosforila treisprezece reziduuri de tirozină din EYA3: Y67, 

Y72, Y77, Y90, Y96, Y105, Y108, Y115, Y208, Y237, Y426, Y508 şi Y532. 

8. Fosforilarea Y96, Y77, Y105, Y90 şi Y115 a dovedit că are o contribuţie măsurabilă la 

fosforilarea totală a EYA3. Y77 şi Y96 au avut cea mai mare contribuţie la fosforilarea totală. 

Contribuţia Y90 şi Y105 poate fi observată numai când reziduurile cu o contribuţie mare la 

fosforilarea totală (Y77 şi Y96) au fost mutate la fenilalanină. 

9. EYA3 endogenă are capacitate de autodefosforilare şi este tirozin-fosforilată în celule 

HEK293T care supraexprimă tranzient c-Src Y527F. 
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10. Experimentele de proliferare făcute în celulele HEK293T sugerează că unul sau mai 

multe din cele 3 reziduuri de tirozină care au fost mutate la fenilalanină în EYA3 WT T2 (Y77, 

Y96 şi Y237) ar putea fi implicate în evenimente de proliferare. În testele MTS şi analiza 

distribuţiei ciclului celular, tripla mutaţie menţionată aboleşte efectul pro-proliferativ al 

supraexpresiei EYA3. Testele de proliferare au arătat că supraexpresia EYA3 WT a crescut 

proliferarea celulelor HEK293T, dar efectul a fost mascat atunci când c-Src Y527F a fost co-

exprimat. 

11. Nu au fost găsite diferenţe semnificative în proliferare între celulele MCF-7 care au 

supraexprimat tranzient EYA3 WT şi EYA3 WT T2, indiferent de supraexpresia c-Src Y527F, 

sugerând că efectul pro-proliferativ al EYA3 este specific tipului de celulă. 

12. În ceea ce priveşte capacitatea EYA3 de a influenţa invazivitatea celulelor de cancer 

mamar, în celulele MCF-7 nu au fost detectate diferenţe în urma supraexpresiei EYA3 WT sau 

EYA3 WT T2, nici cu nici fără ca c-Src Y527F sa fi fost co-exprimat. 

13. Experimentele de proliferare efectuate pe celulele de cancer mamar MDA-MB-231 arată 

că expresia tranzientă a EYA3 WT induce o creştere în proliferare comparativ cu supraexpresia 

EYA3 WT T2 şi probele control. Aceste rezultate sunt similare cu cele detectate în celulele 

HEK293T şi conturează un potenţial rol în proliferarea MDA-MB-231 pentru unul sau mai 

multe din cele 3 reziduuri tirozină ce au suferit mutaţii la fenilalanină în EYA3 WT T2 (Y77, 

Y96, Y237). 

14. În celulele MDA-MB-231, expresia EYA3 a scăzut drastic la 48 h după transfecţie atunci 

cand a fost co-exprimată împreună cu c-Src Y527F. Studii ulterioare efectuate pe aceeaşi linie 

celulară au arătat că expresia EYA3 endogenă a scăzut atunci cand c-Src activ constitutiv a fost 

exprimat tranzient. Aceste rezultate sugerează că expresia proteinei EYA3 scade atunci când 

kinaza Src este menţinută într-o stare activă. 

15. Analiza prin spectrometrie de masă de tipul bottom-up a tiparului de fosforilare al EYA3, 

indus de Src, a dezvăluit două noi situsuri de fosfotirozină: Y325 în celulele HEK293T şi Y329 în 

celulele MCF-7. Reziduurile de fosfotirozină care au dovedit o rezistenţă crescută la 

autodefosforilare în ambele linii celulare au fost Y77, Y108 şi Y208. Reziduuri de fosfoserină au 

fost de asemenea detectate pe proteine EYA3, în ambele linii celulare, ceea ce evidenţiază 

complexitatea fosforilării indusă de Src. 

16. Rezultatele de la analiza conservării secvenţelor, efectuată utilizând resurse 

bioinformatice, au arătat că reziduurile de tirozină din partea N-terminală cât şi cele din ED sunt 

foarte conservate printre cei 721 de omologi ai EYA3, indiferent dacă au fost sau nu 

fosforeziduuri induse de acţiunea kinazei Src. Acest fapt sugerează că ele ar putea avea roluri 
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funcţionale şi ar trebui luate în considerare atunci când se fac cercetări ce vizează implicările 

EYA3 în transducţia semnalului sau alte procese celulare. 

 

CONCLUZII FINALE 

Identificarea lui WDR1 ca prim substrat citoplasmatic al EYA3 deschide noi căi în căutarea 

unor procese citoplasmatice inedite ce implică EYA3. Ţinând cont de capacitatea paralogilor 

umani de a se autodefosforila, EYA tirozin-fosforilată este propriul ei substrat. Faptul că 

interacţiunile EYA-WDR1 şi EYA-EYA sunt paralog-specifice reprezintă o altă descoperire 

importantă. Cu alte cuvinte, cel puţin în aceste situaţii, proteinele EYA nu se substituie reciproc. 

Cu toate că ED-ul este foarte conservat, se poate presupune că particularităţile interacţiunilor şi 

specificitatea de substrat a paralogilor sunt încorporate în regiunile lor neconservate din 

secvenţa. Probabil, slab conservata regiune N-terminală conferă specificitate proteinei EYA 

corespunzătoare. Noii mutanţi ai EYA3, ce posedă capacitate de pridere a substratului, 

identificaţi în această teză, vor fi folositori pentru identificarea altor substrate şi implicit de noi 

roluri fiziologice ale EYA3.  

Caracterizarea detaliată a fosforilării/(auto)defosforilării EYA3 indusă de Src a dezvăluit faptul că 

un număr de reziduuri de tirozină cu o rezistenţă crescută la autodefosforilare sunt implicate în 

proliferarea celulară dependentă de EYA3. Interesant este că experimentele făcute în liniile 

celulare canceroase au reliefat că aceste efecte sunt specifice fiecărui tip de celulă în parte.    

Cumulate, rezultatele obţinute în această teză evidenţiază necesitatea unor viitoare studii în 

profunzime, pentru a desluşi semnificaţia fiziologică şi patologică a echilibrului dintre fosforilarea 

şi autodefosforilarea EYA3.  
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