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NOUVELLE

€ya, un activateur
transcriptionnel a activité
tyrosine-phosphatase

Christine Laclef

> Le gene Eyal est connu des cliniciens
pour son implication dans le syndrome
BOR! (branchio-oto-rénal) caractérisé
par des atteintes rénales, de I'oreille
interne et des dérivés des arcs bran-
chiaux [1]. Des mutations de €yal (eya
du nom du gene eyes absent, voir ci-des-
sous) ont également été décrites chez
les patients BO [2], et le géne Eya4, situé
au locus DFNA10, est associé a une sur-
dité chez ’homme [3]. Linvalidation
fonctionnelle du géne €yal chez la souris
reproduit "ensemble des phénotypes des
patients BOR et I’étude de ce modele
animal suggere que €Eyal participe au
controle de la prolifération cellulaire
(directement ou en protégeant les cel-
lules de "apoptose) [4, 5]. Jusqu’a pré-
sent, on ne connaissait de la fonction
moléculaire des protéines Eya que leur
role de co-activateurs transcriptionnels
associés aux protéines Six. Des résultats
récents montrent que les protéines Eya
possedent également une fonction
enzymatique tyrosine-phosphatase dont
I'importance physiologique a été démon-
trée chez la drosophile. Cette découverte
ouvre de nouvelles perspectives quant a

1. Le syndrome BOR associe des anomalies des arcs bran-
chiaux (fentes, fistules ou kystes branchiaux), des anoma-
lies auditives (malformation du pavillon de I'oreille avec ori-
fices pré-auriculaires, surdité de transmission ou surdité
neurosensorielle) et des anomalies rénales (malformation de
I’arbre urinaire, hypoplasie ou agénésie rénale, dysplasie
rénale). U'atteinte rénale peut étre responsable d’une insuf-
fisance rénale chronique. L'expression de la maladie varie
d’une famille a I’autre, certaines ne présentant pas d’ano-
malies rénales ou d’anomalies de I'arbre urinaire. Le syn-
drome BOR est transmis selon le mode autosomique domi-
nant. Sa prévalence est de 1/40 000. [source Pr P. Niaudet
orphanet].
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I’interprétation du réle de €ya au cours du
développement embryonnaire normal,
mais aussi dans I’étiologie du syndrome
BOR. Peut-étre qu’une fois encore, la
recherche chez la mouche permettra la
mise au point de nouvelles stratégies thé-

rapeutiques pour I’homme.

Ce que I’on savait: le role de Eya

en tant que co-activateur
transcriptionnel associé

aux protéines Six

Initialement le géne eyes absent (eya) a
été caractérisé chez la drosophile, ot il
joue un rdle crucial dans le développe-
ment de I'ceil. €ya agit au sein d’un
réseau de genes liés par des boucles de
régulation transcriptionnelle positives et
réciproques, qui inclut eyeless (ey,
homologue de Pax6), sine oculis (so/Six)
et dachshund (dach). Des mutations de
chacun de ces genes entrainent une
absence, ou un développement anormal,
de I'ceil composé chez I'insecte. Ces
genes codent pour des facteurs de trans-
cription (€y et So lient directement I’ADN
sur des sites spécifiques) ou des cofac-
teurs (Eya et Dach) qui agissent en
synergie, via des interactions protéiques
directes. €n particulier, des interactions
€ya-So et Eya-Dach ont été caractéri-
sées. Ces génes ont été qualifiés de mas-
ter genes car lorsqu’ils sont exprimés
dans des territoires ectopiques, tels que
le disque imaginal de la patte ou de I'an-
tenne dans I’embryon de drosophile, ils
commandent la formation d’un ceil addi-
tionnel [6].
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Par homologie de séquence, des homo-
logues de eya ont été identifiés chez les
vertébrés (quatre génes chez la souris et
’lhomme). Les domaines protéiques
impliqués dans les interactions avec Six
et Dach ont été particulierement bien
conservés. D’ailleurs, des synergies
fonctionnelles ont été mises en évidence
entre les protéines de souris [7, 8], indi-
quant que les mécanismes moléculaires
décrits chez la drosophile pourraient étre
actifs chez les vertébrés. Néanmoins, le
role activateur des cofacteurs Dach
semble remis en cause (un effet répres-
seur de Dachl a été observé [9, 10],
alors que Dach?2, stabilisé sur le com-
plexe Six-€ya par la protéine CBP, joue un
role activateur (Figure 1C) [11]). Par
ailleurs, des observations surprenantes
ont été faites. Par exemple, 'absence de
localisation nucléaire des protéines Eya
en 'absence de leur partenaire Six dans
les cellules COS [8], ou encore I’interac-
tion de Eya avec les petites protéines G
monomériques activées (Ga,; et Gory) qui
la retient @ la membrane plasmique
(Figure 1C) [12]. Ces observations
posent la question d’un éventuel rdle de
€ya dans la transduction d’un signal
extracellulaire.

La grande nouveauté: Eya possede

une activité tyrosine-phosphatase

Trois articles parus dans Nature au mois
de décembre 2003 décrivent Iactivité
phosphatase des protéines €ya [10, 13,
14]. Non seulement, la région carboxy-
terminale de ces protéines est tres
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conservée, mais en plus elle présente

trois  motifs  caractéristiques  des
enzymes de la classe des haloacid deha-
logenase hydrolases (HAD) (Figure 1B).
Uanalyse biochimique a révélé que ce
domaine protéique posséde une activité
tyrosine-phosphatase dépendante du
magnésium. Les différents membres de
la famille €ya présentent des activités
enzymatiques différentes et variables
selon les substrats: I'isoforme dont le
géne a été cloné chez la plante
Arabidopsis thaliana est la plus efficace

in vitro sur le substrat synthétique pNPP

Figure 1. Structure et fonction de la protéine
Eya. A. Représentation schématique des dif-
férents domaines fonctionnels des protéines
€ya. Le domaine aminoterminal est respon-
sable de I’activité transcriptionnelle, alors
que le domaine carboxyterminal participe aux
interactions avec les partenaires protéiques
(Six, Dach, protéines G). Les 271 aa carboxy-
terminaux sont particuliérement bien conser-
vés au sein de la famille Eya et définissent un
domaine  protéique  particulier nommé
domaine €ya. C’est dans cette région qu’a été
identifié le site catalytique tyrosine phospha-
tase (rectangles orange, vert et bleu). Pour
indication, quelques sites de mutations ponc-
tuelles identifiées chez les patients BOR ont
été reportés sur la figure (balises noires). B.
Séquence des trois motifs caractérisant les
enzymes HAD (haloacid dehalogenase hydro-
lases). Les aa colorés sont identiques dans
toutes les protéines €ya et constituent la
signature biochimique des enzymes HAD. C.
Modele résumant les interactions protéiques
connues entre Eya et ses partenaires. 1. €ya,
seul, reste localisé dans le cytoplasme; 2. €n

présence d’homéoprotéine Six, Eya est trans-

(p-nitrophényl phosphate); viennent
ensuite les isoformes de souris et la pro-
téine de drosophile. Ces résultats non
seulement constituent la premiére
démonstration d’une activité phospha-
tase au sein de la famille HAD, mais sur-

tout, €ya est a ce jour le seul activateur

transcriptionnel connu qui posséde une
activité phosphatase intrinséque. €&n
effet, il existe de nombreux exemples de
facteurs de transcription dont I'activité
est modulée par des modifications post-
traductionnelles de type phosphoryla-
tion/déphosphorylation. Cependant, jus-
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A
L
N- =C
'''''' ~
Domaime Non essentiel
d’interaction . pour les fonctions
avec Six Domaime embryonnaires
d’interaction
avec Dach
B 0 N
NH, hhhhDXDXS/E ‘h hTIlq X(N)hhhh XhX QCOOH
Droso. Eya VFVWDLDET VLVT X(16)y VV I GNE
Mouse Eyal VLLWDLDET ILVT X(e)yLLI GVE
Mouse Eya?2 VFEVWDLDET VLVT X(16)y LV I GVE
Mouse Eya3 VFLWDLDET V T X(16)y VV I GRD
Mouse €yad VFVWDLDET VLVT X(16)YVV I GRD
A. thaliana€YA VYVWDLDET ILVT X(16)FCA | GWE

C

Role del’activité
phosphatase de Eya
sur les interactions

€ya-protéine G
Eya=Six
€ya-Dach ?

1 . Six
2

}

%, — Six

*  Dach

GQ G
bt

G {\/
~ %

Role de I'activité
phosphatase de €ya
dans la transduction
d’un signal extracellulaire ?

Role de I'activité
phosphatase de Eya
dans la transcription

des genes Six-dépendants ?

+2/=-2

. Six _L+

loquée dans le noyau, ol le complexe Six-Eya fonctionne en synergie pour activer la transcription de génes cibles: la protéine Six permet I’ancrage

du complexe a I’ADN au niveau de séquences spécifiques et Eya active fortement la transcription des génes cibles. 3. Eya peut également interagir

avec Dach, mais le rGle activateur et/ou répresseur de ce troisieme partenaire transcriptionnel est encore controversé. Le complexe Six-€ya-Dach

est stabilisé par la protéine CBP. 4. Eya est capable d’interagir avec les petites protéines Got; et Go,; monomériques activées; cette interaction

retient Eya a la membrane plasmique et suggere que Eya participe a la transduction d’un signal extracellulaire, encore non identifié. La découverte

de I’activité tyrosine phosphatase de Eya améne a reconsidérer ces interactions protéiques sous un nouvel angle, puisque chaque partenaire pour-

rait également étre un substrat de €ya. Enfin, il est trés tentant, mais également tres spéculatif a ce jour, d’imaginer un modele ou €ya jouerait un

role d’interrupteur, permettant d’allumer ou d’éteindre I’expression de génes en réponse a un signal extra-cellulaire: "activation de la transcrip-

tion ne serait possible que dans les cellules exprimant les protéines Six qui permettent la translocation nucléaire de €ya et son ancrage a I’ADN; en

revanche, la présence d’un signal extra-cellulaire faisant intervenir I"activation des protéines Go; et Goi; monomériques inhiberait la transcription

des genes cibles en maintenant €ya au niveau de la membrane plasmique.
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qu’a présent, les phosphatases impli-
quées n’ont pas été décrites comme des
acteurs transcriptionnels directs.

Afin de valider la signification physiolo-
gique de cette activité enzymatique, des
tests fonctionnels ont été réalisés in vivo
chez la drosophile, avec des formes de
eya mutées dont I'activité phosphatase
est perturbée in vitro. Ces travaux
démontrent I'importance de [I'activité
phosphatase pour la fonction de €ya au
cours du développement de I'ceil d’in-
secte. Néanmoins, un petit nombre
d’ommatidies’ se forme correctement
dans les deux cas, suggérant que 'acti-
vité phosphatase de €ya, bien que
nécessaire, nest pas indispensable pour
induire la différenciation oculaire. A ce
stade, plusieurs hypothéses peuvent étre
formulées: soit les mutations étudiées
affectent I’activité phosphatase in vitro,
mais pas, ou peu, in vivo; soit la protéine
€ya possede deux fonctions distinctes,
'une liée a Pactivité phosphatase,
’autre a P'activation transcriptionnelle,
et toutes deux sont requises au cours de
I’organogenese oculaire.

Bien que remarquablement
dantes, les informations révélées par ces

concor-

trois articles présentent quelques diver-
gences, notamment en ce qui concerne
P’interaction €ya-So [14], et a ce jour la
question reste entiere de savoir si les
protéines Six sont des substrats de €ya.
D’une maniere générale, il sera essentiel
d’identifier les protéines déphosphory-
lées par Eya afin connditre le rdle joué
par cette activité phosphatase dans la
cellule.

Les questions

Cette nouvelle découverte souleve de
nombreuses questions (Figure 1C). Tout
d’abord, I’activité phosphatase de Eya
est-elle constitutive dans la cellule ou se
manifeste-t-elle uniquement dans un

2. Les ommatidies sont les unités structurales composant les
yeux a facettes des insectes: une ommatidie est formée
d’une cornée transparente (lentille biconvexe), d’un cdne
cristallin entouré de cellules pigmentaires et d’un prolonge-
ment nerveux, le rhabdome, s’unissant a ceux des autres
ommatidies en une rétinula qui entre en connexion avec les
lobes optiques du cerveau.
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compartiment sub-cellulaire particulier
(noyau ou cytoplasme)? Cette activité
enzymatique a-t-elle un lien avec I'in-
teraction de €ya, d’une part avec les
petites protéines G au niveau de la mem-
brane plasmique, d’autre part avec les
facteurs de transcription Six et Dach
dans le noyau? €n d’autres termes, ces
partenaires protéiques sont-ils des sub-
strats de Eya, et leur état phosphorylé
versus déphosphorylé conditionne-t-il
leur affinité pour €ya? Surtout, I"activité
phosphatase de Eya influence-t-elle
directement ses propres caractéristiques
transcriptionnelles. Une activité auto-
catalytique de €ya a été suggérée par
T.L. Tootle et al. du fait de la capacité de
€ya a former des homodiméres [15]. Si
c’est le cas, identification des sites
phosphorylés de €ya et des kinases res-
ponsables de cette phosphorylation,
devrait permettre de rattacher €ya a une
voie de signalisation et ainsi de mieux
comprendre le r6le intégrateur de Eya au
cours du développement embryonnaire.
Enfin, chez I'homme, la plupart des
mutations de Eyal identifiées chez les
patients BOR sont des mutations ponc-
tuelles qui touchent des acides aminés
de la région carboxyterminale (Figure 14)
[16], mais aucune ne touche les acides
aminés du site catalytique de Eya. Des
études complémentaires seront néces-
saires pour établir si ces mutations
affectent, ou non, Pactivité phospha-
tase, et donc si le déréglement de cette
fonction enzymatique peut étre respon-
sable de certains aspects de la patholo-
gie. Les protéines Eya, et en particulier
€yal, participent a de nombreux proces-
sus de différenciation au cours du déve-
loppement embryonnaire [4, 5]. Ces
fonctions ont jusqu’a présent été corré-
lées a leffet transcriptionnel des co-
activateurs Eya, cependant Iactivité
phosphatase de ces protéines ouvre de
nouvelles perspectives a explorer. ¢

The transcriptional activator €ya is a
tyrosine phosphatase
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