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Resumo 

Os membros da família de proteínas chamada hnRNPs (heterogenous nuclear ribonuclein proteins) 

apresentam importantes papeis no controle da expressão gênica e no metabolismo dos mRNAs. Os 

membros hnRNPD (AUF1) e hnRNPQ (NSAP1) foram alvos deste estudo. AUF1 apresenta dois 

domínios de ligação à RNA do tipo RRM (RNA recognition motif) e participa ativamente no processo 

de desestabilização de uma classe de mRNAs que apresentam um motivo rico em AU na região 3´ 

não traduzida. Demonstramos, através do sistema de duplo híbrido em levedura, que a isoforma p37 

de AUF1 interagiu com as proteínas hnRNPQ, IMP-2, NSEP1 (YB-1) e UBC9. Além disso, a proteína 

hnRNPQ também foi pescada num outro ensaio de duplo híbrido em levedura, que utilizou como 

isca a proteína humana arginina metiltransferase (PRMT1). hnRNPQ apresenta, na sua região C-

terminal, um “motivo rico em argininas e glicinas” (RGG box). Demonstramos que ela é alvo de 

metilação pela PRMT1 in vitro e in vivo.  Funcionalmente, sua metilação é importante para sua 

localização nuclear. NSAP1 têm uma constituição modular com um domínio ácido (AcD) no seu N-

terminal, seguido por três domínios de ligação à RNA do tipo RRM e o já mencionado RGG box no 

seu C-terminal. Funcionalmente hnRNPQ está envolvido em vários aspectos do metabolismo de 

RNA, incluindo a edição do mRNA da proteína humana ApoB. Para isso, ela interage não somente 

com o mRNA de ApoB, mas com a enzima efetora da edição Apobec1 e com a proteína que 

ativadora do Apobec1 (ACF1). Mostramos que o domínio ácido, de NSAP1 é capaz de interagir com 

Apobec1 e que sua fosforilação in vitro pela PKC inibe esta interação. Ainda identificamos que  

hnRNPQ  interage com proteínas da família heat shock (incluindo HSP70 e BiP), e vimos que 

hnRNPQ é um alvo de fosforilação principalmente pela PKCδ, in vitro.  A localização sub-celular de 

hnRNPQ é modificada pela ativação in vivo das PKCs. Em conseqüência desta ativação ou da 

aplicação de estresse oxidativo, térmico ou indução de estresse do reticulo endoplasmático 

(tratamento com tapsigargina) hnRNPQ se desloca do núcleo para o citoplasma aonde se encontra 

em vesículas/corpúsculos definidas. Em resumo, nossos dados sugerem que as diversas funções da 

hnRNPQ relacionadas ao metabolismo de mRNAs, sofrem diferentes regulações, mediadas por 

modificações pós-traducionais (fosforilação e metilação), que interferem tanto na sua localização 

celular quanto na sua afinidade por determinados proteínas parceiras. 
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Abstract 

The members of the hnRNPs family (heterogenous nuclear ribonuclein proteins) play important roles 

in gene expression control and mRNAs metabolism. The proteins hnRNPD (AUF1) and hnRNPQ 

(NSAP1) were the main targets of this study. AUF1 has two RNA recognition motifs (RRM) and 

participates in the process of destabilization  of a class of mRNAs that contain AU-rich sequences in 

their 3' untranslated regions (3´-UTR). We found, using the “yeast two-hybrid system” (Y2HS), that 

the isoform p37 of AUF1 (AUF1p37) interacts with the proteins: hnRNPQ, IMP-2, NSEP1 (YB-1) and 

UBC9. Moreover, the protein hnRNPQ was also identified as a prey protein in another Y2HS screen, 

which used as bait the human protein Arginine methyltransferase (PRMT1). HnRNPQ presents, in its 

C-terminal region, an "Arginine/Glicine-rich sequence" (RGG box). We are able to show that this 

RGG box is a target for methylation by PRMT1 in vitro and is methylated in vivo. Functionally, this 

methylation is  important for its nuclear localization. hnRNPQ has a modular organization with an acid 

domain (AcD) in its N-terminal, followed by three RNA-binding domains (RRM) and the previously 

mentioned RGG box in its C-terminal. Functionally, hnRNPQ is involved in diverse aspects of RNA 

metabolism, including editing of the mRNA encoding the human protein ApoB. It has been shown 

previously to interact with the mRNA of ApoB, and also with the editing enzyme Apobec1 and the 

Apobec1 activation protein (ACF1). Here we show that the acid domain of hnRNPQ mediates the 

interaction with Apobec1 and that its in vitro phosphorylation (by PKC) inhibits this interaction. 

Furthermore, we found that hnRNPQ interacts with members the heat shock family of proteins 

(including HSP70 and BiP), and demonstrated that hnRNPQ can be in vitro phosphorylated by PKCδ. 

Finally, we discovered that the sub-cellular localization of hnRNPQ undergoes modification after 

activation of PKC pathways. This also occurs after application of  endoplasmic reticulum stress (using 

tarpsigargin), oxidative or heat stress. Under all of these conditions hnRNPQ translocated from the 

nucleus to the cytoplasm, where it is found at defined vesicles or granules. In summary, our data 

suggest that the diverse functions of hnRNPQ in the context of mRNA metabolism, may suffer 

specific regulations, by  post-translational modifications, including  phosphorylation and methylation, 

which modify both the proteins  sub-cellular localizations  as well as its affinity to interacting protein 

partners. 

 

 

 

 

 

 



 3 

1. Introdução 

 

1.1. O controle da expressão gênica em eucariotos 

A expressão gênica pode ser regulada em vários níveis: transcrição, splicing, 

poliadenilação e capping do pré-mRNA, transporte e localização do mRNA dentro da célula, 

estabilidade do mRNA, tradução, processamento das proteínas produzidas e a estabilidade das 

proteínas formadas durante a tradução (Lewin, B et al. 2000). Durante muitos anos o controle da 

transcrição, tradução e os mecanismos que envolvem os processos de splicing e capping (na 

extremidade 5´- do pré-mRNA) foram extensivamente estudados. Entretanto, somente há alguns 

anos, a função da estabilidade do mRNA, no contexto da expressão genética, começou a receber a 

atenção devida. Seqüências específicas (como elementos de ação cis) na região 3´ não traduzida 

(3´ - UTR) do mRNA, em conjunto com determinadas proteínas (fatores de ação trans), determinam 

a estabilidade da molécula de mRNA e, conseqüentemente, o nível de expressão de diversas 

proteínas. Alterações na estabilidade do mRNA podem ocorrer durante o desenvolvimento ou 

durante determinada doença (Becket, B 2001).  

 

1.1.a. O papel da região 3´-UTR na degradação de mRNA 

A maioria das moléculas de mRNAs apresentam uma cauda poli A na extremidade 3´. 

Geralmente a deadenilação (remoção da cauda) dessa molécula de mRNA é o primeiro passo na 

degradação desse mRNA (Beelman, C.A. et al 1995, Mitchel, P. et al 2000, Ross, J. et al 1995 e Xu, 

N. et al 1997). Após a deadenilação, a degradação pode ocorrer na mesma molécula de mRNA 

(degradação processiva) ou pode ocorrer em diferentes mRNA ao mesmo tempo (degradação 

distributiva) (Mitchel, P. et al 2000, Xu, N. et al 1997 e Peng, S.S. et al 1996). Por exemplo, há dois 

mRNAs que já foram extensivamente estudados: GM-CSF(“granulocyte macrophage-colony 

stimulating factor”) e o mRNA de c-fos. O mRNA de GM-CSF apresenta deadenilação com 

subseqüente degradação processiva, já o mRNA de c-fos apresenta deadenilação com degradação 

distributiva. A complexidade na escolha da via surge a partir das características intrínsecas de cada 

molécula de mRNA. Para ajuda na compreensão do presente, mRNAs foram organizados em três 

categorias baseado em características que afetam a sua decadência. A classe I de mRNA 

compreende moléculas que apresentam elementos de ação cis dispersos na seqüência. Podemos 

citar como exemplo os elementos ricos em AU, que mostram cinética de degradação distributiva 

(como é o caso de c-fos). Na Classe II de mRNA, o elemento cis determinante é caracterizado por 

um ou dois motivos seqüenciais do tipo U (U / A) (U / A) UUU (U / A) (U / A) U. Conseqüentemente, 

o mRNA mostra cinética de degradação processiva (como é o caso de GM-CSF). A Classe III, 

compreende os mRNAs que não apresentam regiões (elementos) ricas em AU e mostram cinética 



 4 

de degradação distributiva (como em c-jun). Ainda há processos menos compreendidos que podem 

estar envolvidos na degradação do mRNA. Podemos citar uma delas que é a clivagem por 

endonucleases que reconhecem seqüências específicas, mas estes não serão discutidos aqui 

(Beelman, C.A. et al 1995, Xu, N. et al 1997 e Peng, S.S. et al 1996). 

 

1.1.b. A importância dos elementos (motivos) na degradação do mRNA 

Elementos de função cis ou seqüências presentes na molécula de mRNA apresentam 

fundamental papel na ligação entre esses mRNAs e proteínas. Embora muitos desses elementos 

sejam encontrados na região 3´-UTR do mRNA, em alguns casos é possível encontrar elementos 

tanto na região codificante, quanto na região 5´-UTR. A ligação de algumas proteínas na molécula 

de mRNA e a possibilidade de formação de estruturas secundárias podem permitir que esses 

elementos, presentes em determinadas moléculas, sejam capazes de interagir com outra região, 

também presente na molécula de mRNA (Misquitta, C.M et al 2001). 

 

1.1.c. Seqüências específicas 

O exemplo mais estudado de elementos de ação do tipo cis é o motivo rico em AU, 

geralmente presente na região 3´-UTR de alguns mRNA. Geralmente esse elemento é constituído 

por repetições AUUUA, as mesmas que participam na desestabilização dos mRNAs de GM-CSF; c-

myc, e c-fos (Aharon, T. et al 1993, Malter, J.S. 1989 e Ross, J. et al 1995). Além disso, a seqüência, 

U (U / A) (U / A) UUU (U / A) (U / A) U também foi encontrada participando da desestabilização de 

determinados mRNAs (Akashi, M. et al 1994, Bonnieu, A. et al 1990, Chen, C.Y et al 1994 e 

Zubiaga, A.M. et al 1995). Seqüências que não são ricas em AU podem atuar como elementos 

desestabilizadores, por exemplo, repetições do tipo GUUUG na região 3´-UTR, são alvos de 

proteínas que desestabilizam o mRNA de c-jun. Um exemplo interessante pode ser encontrado nos 

mRNAs das diferentes isoformas da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase. Os mRNAs das 

isoformas apresentam diferentes vias de degradação. Isso acontece porque cada isoforma 

apresenta diferentes elementos na região 3´-UTR. Por exemplo, uma isoforma possui seqüências 

ricas em AU, já as outras ou apresentam elementos ricos em CU, ou estruturas secundárias do tipo 

stem-loops, que são reconhecidos por proteínas que participam na desestabilização e conseqüente 

degradação do mRNA (Hajarnis, S. et al 2005). Em alguns casos, temos vários elementos agindo. 

Por exemplo, a região 3´-UTR do mRNA da proteína bcl-2 contém um elemento de desestabilização 

rico em AU e uma repetição rica em CA de 30 nucleotídeos (Lee, J.H. et al 2004). 
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1.1.d. O papel das estruturas secundárias do mRNA 

Há pelo menos duas possibilidades para o papel de uma estrutura secundária, como um 

stem-loop durante o processo de degradação do mRNA. A primeira possibilidade seria de impedir o 

acesso ou progressão de exonucleases, facilitando assim a estabilização do mRNA. A segunda 

possibilidade seria fornecer sítios de ligação para interações com diferentes proteínas ou atuar como 

sítio na formação de um possível complexo, promovendo assim uma estabilização ou degradação - 

dependendo dos fatores envolvidos. Evidencias para ambas as funções já foram mostradas. 

Podemos citar como exemplo a mudança conformacional da região 3´-UTR, induzida por Mg+2 que 

afeta a interação entre a proteína AUF1 e a região rica em AU do mRNA (Wilson, G.M et al 2001a,b). 

Outro exemplo é a região rica em AU do fator de necrose tumoral (TNF) que forma uma estrutura do 

tipo hairpin que também regula a interação entre o mRNA e a proteína humana AUF1 (Fialcowitz, 

E.J et al 2005). 

 

1.1.e. Proteínas envolvidas na degradação de mRNA 

Proteínas que se ligam a mRNA desempenham um papel importante na degradação ou na 

estabilização desse ácido nucléico. Podemos citar como exemplo a proteína que se liga à cauda poli 

A (PABP). Quando a proteína PABP se liga, a cauda fica protegida contra o processo de 

deadenilação (Lewin, B et al. 2000, Beelman, C.A. et al 1995, Mitchel, P. et al 2000, Ross, J. et al 

1995, Xu, N. et al 1997 e Peng, S.S. et al 1996). Outras proteínas podem agir afetando a função do 

exossomo, um complexo de exoribonucleases que degrada determinados mRNAs no sentido 3´-5´ 

(Tran, H. et al 2004). Várias outras proteínas, participantes desse processo, já foram caracterizadas, 

dentre elas a família das hnRNPs, que apresenta grande parte dos seus membros envolvidos na 

desestabilização de mRNAs, e a família Hu que tem como principal característica estabilizar 

determinados mRNAs (Ponka, P. et al 1998,1999a,b). 

 

1.2. O papel das Ribonucleoproteínas (hnRNPs) (“heterogeneous nuclear ribonucleoprotein”) 

As heterogêneas ribonucleoproteínas nucleares (do inglês “Heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins - hnRNPs”) foram primeiramente descritas como um grupo de proteínas que se 

ligavam à moléculas de RNA (Dreyfuss, G. et al 1993, Swanson, M.S. et al 1995). As primeiras 

evidências mostravam que um “core”, contendo seis proteínas, ligava-se rapidamente a nascente 

molécula de mRNA, transcrito pela enzima RNA polimerase II e logo formava um complexo com 

diferentes (“heterogeneous”) moléculas de RNA, presentes no núcleo (hnRNAs), formando assim 

uma partícula que continha diferentes hnRNAs e diferentes proteínas hnRNP (McAfee, J.G. et al 

1997). Um grande salto para caracterizar essa partícula foi quando esse complexo foi 

imunoprecipitado, com subseqüente identificação de muitas outras proteínas presentes na partícula. 
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Após vários estudos, inclusive estruturais, ficou demonstrado que as proteínas que formavam esse 

complexo (proteínas do complexo hnRNP) continham diversos domínios de ligação à RNA, com 

diversos RNAs-alvo. (Dreyfuss, G. et al 1993, Swanson, M.S. et al 1995). 

Em seres humanos, aproximadamente 30 diferentes proteínas já foram identificadas do 

complexo de hnRNP e as estruturas de muitas delas já foram resolvidas, tanto por ressonância 

nuclear magnética (RNM), quanto por cristalografia. (Tabela 1). Na tabela 1 temos uma sumarização 

com as principais proteínas que fazem parte da família das hnRNPs. Além disso, podemos ver a 

constituição modular -presente em todos os membros dessa família, bem como suas principais 

funções e se há estrutura resolvida, da proteína completa, de algum domínio ou de algum complexo. 

Uma das principais características dos membros desse complexo é a presença de domínios 

utilizados para interações do tipo proteína-RNA, bem como para interações do tipo proteína-proteína 

– grande parte dessas interações do tipo proteína-proteína ocorrem entre os membros dessa família 

(Dreyfuss, G. et al 1993, Swanson, M.S. et al 1995 e Cartegni L. et al 1996). Outra importante 

característica dos membros desse complexo é a existência de isoformas, originadas por splicing 

alternativo, e modificações pós-traducional, tais como glicosilação, fosforilação e metilação.  

A complexidade aumenta com a possibilidade de haver proteínas que poderiam ser membros 

dessa família, mas que ainda não foram caracterizados ou que já tenham sido agrupadas em outras 

famílias. 

As proteínas hnRNPs estão envolvidas em muitos processos biológicos do metabolismo de 

RNAs como: transcrição, processamento do pré-RNA, transporte de mRNA para o citoplasma e 

tradução. A proteína hnRNP K, por exemplo, encontra-se no núcleo, no citoplasma e até mesmo na 

mitocôndria e é um ótimo exemplo da versatilidade dessa família de proteína, pois realiza diversos 

processos em cada um dos compartimentos celulares citados acima. Sabe-se também que ela é 

capaz de se ligar a algumas quinases, mediando assim algumas interações, reguladas por uma 

cascata de sinalização (Bomsztyk, K et al 2004).  

Algumas hnRNPs são estritamente nucleares, já outras transitam entre o núcleo e o 

citoplasma, e a exportação destas proteínas provenientes do núcleo pode ser mediada por 

seqüências sinalizadoras conhecidas como NESs (nuclear export sequences) (Pinol-Roma, S. 1997 

e Kim, J.H et al 2000), como é o caso da isoforma p37 da hnRNP D/AUF1, que possui um domínio 

de sinalização para transitar entre o núcleo e o citoplasma (Chen, C.Y et al 2004). Pesquisadores 

encontraram evidências que hnRNPs podem ser além de tudo reguladoras da expressão de genes 

através de ligação direta com DNA ou da interação com outras proteínas (Lau, J.S. et al 2000). 
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Tabela 1. Caracterização de algumas proteínas presentes no complexo hnRNP.  

Principais 

hnRNPs 
Domínios Funções propostas 

Estrutura 

resolvida 

A1 2x RBD, RGG 
Splicing, transporte de mRNA, biogênese do 

telômero, grânulos de estresse 
SIM 

A2/B1 2x RBD, RGG Splicing, transporte de mRNA em grânulos SIM 

C1/C2 1x RBD 
Splicing, empacotamento do transcrito, controle de 

qualidade de mRNAs - retenção nuclear 
SIM 

D1  

(AUF1p37-45) 
2x RBD 

Transcrição, recombinação, mRNA degradação 

(NMD) 
SIM 

E1/E2 

(PCBP1/PCBP2) 
3x KH 

Regula tradução, inibe a tradução de mRNAs 

ligados à hnRNP A2 
SIM 

F 3x RBD 
Splicing, interage com proteínas ligadoras à 5´-

cap, liga a regiões ricas em guanidina 
SIM 

G 1x RBD, RGG Splicing, alvo de glicosilação Não 

G-T 1x RBD 
Interage com mRNA, fundamental na 

espermiogênese 
Não 

H/H´ 3x RBD Splicing / poliadenilação SIM 

I (PTB) 4x RBD Splicing (repressor), poliadenilação SIM 

K 3x KH, RGG Transcrição, tradução SIM 

L 4x RBD Estabilidade e exportação do mRNA Não 

M 3x RBD Splicing, resposta a estresse térmico SIM 

P2  

(TSL/FUS) 
1x RBD, RGG Oncogênese (liposarcoma) Não 

Q 

(Q1-3) 

AcD, 3xRBD, 

RGG  
Slicing, transporte de mRNA  SIM 

R 3x RBD, RGG Slicing, transporte de mRNA SIM 

U 

(SAF, p120) 
1x RGG Retenção nuclear, interage DNA, RNA Não 

Outras 

hnRNPs 
   

A0 2x RBD, RGG Splicing SIM 

CUG-BP 3x RBD Splicing, tradução SIM 

HuR 3x RBD 
Estabilidade de determinados mRNA, transporte 

de mRNA 
SIM 
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Diferentes funções são particulares de algumas isoformas, como acontece com as hnRNPs, 

C1, C2 e D, que são capazes de interagir tanto com o complexo de regulação responsável pelo 

encurtamento dos telômeros, quanto com a própria telomerase. Essas isoformas também podem 

interagir com as hnRNPs: A1, A2/B1, D e E1 que também possuem a capacidade de interagir com 

os telômeros (Ford, L.P. et al 2002). Sabe-se que a proteína hnRNP B1 está intimamente 

relacionada com a regulação pós-traducional que ocorre em células presentes no córtex temporal 

inferior de pessoas afetadas pelo mal de Alzheimer (Ishikawa, M. Et al 2004).  

Outras hnRNPs como a G-T, quando modificadas, afetam tanto o splicing quanto a 

transdução alguns de sinais. A mutação hnRNP G-TR100H, por exemplo, causa a troca de uma 

arginina altamente conservada e desse modo afeta o local de metilação, necessário para a ligação 

ao mRNA. Essa mutação, quando ocorre nos testículos, por exemplo, pode causar infertilidade. 

Interessantemente essa mutação é passada aos filhos pela mãe. O gene da proteína hnRNP G-T é 

super-expresso em espermatócitos  (Westerveld, G.H. et al 2004). 

 

1.3. O papel da proteína hnRNPD/AUF1 

Os membros da família das hnRNPs constituem os principais fatores de desestabilização 

de determinados mRNAs (Carpenter, B., et al 2005). Podemos citar, como exemplo a proteína 

hnRNPA1 que apresenta duas funções primordiais na expressão gênica. Quando hnRNPA1 está 

localizada no núcleo, ela é capaz de interagir com seqüências intrônicas, regulando assim o 

processo de splicing alternativo de alguns genes (Hamilton, B.J et al 1997, Henics, T. et al 1994 e 

Nakamaki, T et al 1995). Entretanto, quando presente no citoplasma, hnRNPA1 se liga a seqüências 

ricas em AU e poliU. Essa interação ocorre principalmente em linfócitos T e tem como principal 

objetivo a estabilização do mRNA da proteína GM-CSF. Outras hnRNPs - como hnRNPA2/B1 e 

hnRNPC - também já foram caracterizadas com fundamental importância na regulação da 

degradação de determinados mRNAs (Kamma, H. et al 1999, Rajagopalan, L.E et al 1998, Gorlach, 

M. 1992). 

AUF1 apresenta uma estrutura típica de uma proteína capaz de interagir com moléculas de 

mRNA. Para isso ela apresenta uma estrutura modular com a presença de dois domínios RBD (RNA 

binding domain) do tipo RRM (RNA recognition motif) e uma seqüência rica em glutamina na região 

C-terminal (Figura 1B) (DeMaria, C.T et al 1997 a,b). Os dois domínios de AUF1 podem interagir 

especificamente com seqüências ricas em AU ou ainda com seqüências de DNA simples fita, 

encontradas na região telomérica em humanos (Katahira, M. et al 2001). Esses domínios RRMs 

apresentam uma estrutura tridimensional similar com uma folha antiparalela do tipo β e duas α-

hélices. A ligação entre o domínio RRM1 (N-terminal) de AUF1 e uma molécula de RNA forma uma 
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estrutura compacta. Essa interação ocorre justamente com a sua folha β - formada por quatro fitas 

antiparalelas (Nagata, T. et al 1999). Quando o domínio RRM2 (C-terminal) interage com uma 

molécula de RNA, essa interação também ocorre via ligação na folha β do domínio RRM – aqui 

formada por cinco fitas antiparalelas (Katahira, M. et al 2001). 

O transcrito primário de AUF1 apresenta 10 exons que sofrem splicing alternativo, 

originando assim quarto isoformas: p37, p40, p42 e p45 (Sarkar, B et al 2003 e Wagner, B.J. et al 

1998). Tanto a expressão quanto a localização celular dessas isoformas depende de diversos 

fatores: tipo celular, estágio do desenvolvimento da célula e da resposta a determinado estímulo 

(Wagner, B.J. et al 1998). A seqüência rica em alanina (“A”), na região N-terminal, está presente em 

todas as quatro isoformas e é fundamental na ligação entre os domínios RRMs e seqüências ricas 

em AU, presentes em determinados mRNAs (Figura 1B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura1. Esquema geral da organização estrutural do gene da proteína humana hnRNP D/AUF1. (A) O splincing 
alternative que ocorre no gene da proteína AUF1. Acima organização intro/exon do gene. Abaixo a organização das 
diferentes isoformas com a presença dos exons 2 e 7, em destaque. (B) Estrutura geral das isoformas em nível da 
proteína. Os números 2 e 7 referem-se a presença ou não dos exons correspondentes. Já as regiões “A” e “Q” 
referem-se às regiões ricas em alanina e glutamina (respectivamente), presente em todas as isoformas. Em vermelho 
temos os domínios RRM1 (que apresenta uma folha do tipo β com 4 fitas antiparalelas) e o RRM2 ( que apresenta 
uma folha do tipo β com 5 fitas antiparalelas). 
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Essa região também permite a formação de homo- ou heterodímeros entre as isoformas de 

AUF1(DeMaria, C.T et al 1997a e Wilson, G.M. et al 1999). As isoformas p37 e p42 – que não 

possuem o segmento codificado pelo exon 2 - apresentam maior afinidade entre si do que com as 

isoformas p42 e p45 (DeMaria, C.T et al 1996, 1997a e Loflin, P et al 1999). Assim, tanto a região 

rica em alanina (“A”) quanto o exon 2 regulam  a interação entre os membros dessa subfamília e 

regiões ricas em AU (Figura 1). Outro importante exon para diferenciar as quatro diferentes 

isoformas de AUF1 é o exon 7, responsável pela localização celular. As isoformas p42 e p45 

apresentam esse exon e por isso ficam retidas no núcleo (Arão, Y. et al 2000). A combinação entre a 

capacidade de interagir com motivos ricos em AU e a sua localização celular é determinante no 

processo de desestabilização de mRNAs. Podemos citar como exemplo, quando há a ausência do 

exon 2  e a presença do exon 7 temos uma sensível redução na capacidade de interagir com 

motives ricos em AU. Portanto, AUF1p37 liga com maior afinidade a seqüências ricas em AU do que 

a isoforma p40. Por outro lado, a presença dos exons 2 e 7 aumenta a afinidade, o que resulta em 

AUF1p45 ter maior afinidade por seqüências ricas em AU do que a isoforma p40. 

Interessantemente, a isoforma AUFp40 liga dez vezes mais forte ao sítio de splicing do pré-mRNA 

(UUAG/G) do que a seqüências ricas em AU (Mitchell, P. et al 2000 e Wilson, G.M et al 1999). 

Muitos mRNAs já foram descritos como alvos de AUF1. Dentre eles temos os que 

codificam: receptores adrenérgicos, receptores do hormônio luteizante, GM-CSF, bcl-2, SERCA2a, 

histona H4, c-fos, c-jun, c-myc, egr-1, algumas interleucinas, HSP70, catalase, cyclin D1 e cdc25 

(Loflin, P et al 1999, Buzby, J.S. et al 1999, Blum, J.L et al 2005, Lapucci, A et al 2002, Pende, A. et 

al 1996, Ross, J. et al 1986). AUF1 pode interagir com mRNAs que apresentem regiões ricas em AU 

(Katahira, M., et al 2001, Wagner, B.J., et al 1998,  Wilson, G.M., et al 1999 e Bhattacharya, S., et al 

1999). Sabe-se que AUF1 se liga a repetições do tipo AUUUA, por conseqüência quanto maior o 

número de repetições maior será a instabilidade do mRNA. Ainda, inserções de guanina ou citocina, 

no meio dessas repetições podem aumentar drasticamente a estabilidade do mRNA (Katahira, M., et 

al 2001, DeMaria, C.T. et al 1996 e Bhattacharya, S., et al 1999). Outros trabalhos foram capazes de 

predizer que a interação entre AUF1 e os motivos ricos em AU ocorre mediante interações do tipo de 

empilhamento (do inglês stacking) (Moraes, K.C.M. et al 2003). 

 AUF1 também participa no processo de transporte de mRNA do núcleo para o citoplasma, 

através dos complexos de poro. Assim, a hipótese mais aceita é que AUF1 escolhe o mRNA a ser 

degradado ainda no núcleo, mesmo que a degradação da molécula de mRNA ocorra no citoplasma 

(Sarkar, B et al 2003). Dentre as isoformas de AUF1, apenas as isoformas p37 e p40 apresentam 

uma seqüência de importação nuclear, localizada no C-terminal das duas isoformas. Similarmente, 

um sinal de exportação nuclear é encontrado nas duas isoformas de maior peso molecular (p42 e 

p45).  
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hnRNP Q 

AcD 3xRRM RGGbox 

AUF1, assim como a maioria das hnRNPs é alvo de modificações pós traducionais, 

incluindo, metilação, assim como hnRNPQ, fosforilação e glicosilação (Blum, J.L et al 2005, Wilson, 

G.M. et al 2003, Passos, D., et al 2006, Quaresma, A.J.C. et al 2006, Soulard, M. et al 1993). Essas 

modificações podem afetar sua afinidade e especificidade pelos motivos ricos em AU, assim como a 

sua localização celular e interações com outras proteínas (Loflin, P et al 1999). A fosforilação, por 

exemplo, é comum a todas quatro isoformas de AUF1 e pode ser influenciada pelo tratamento com 

PMA (Hamilton, B.J et al 1997, Blum, J.L et al 2005, Zhang, W. et al 1993, Wilson, G.M. et al 2003). 

A fosforilação da isoforma p40, por exemplo, influencia a sua afinidade por regiões ricas em AU, 

graças a mudanças conformacionais na interação proteína-RNA. Acredita-se que esse tipo de 

regulação pode tanto regular interações do tipo AUF1-RNA quanto AUF1-proteínaX (Wilson, G.M. et 

al 2003).  

 

1.4. As diversas funções da proteína hnRNPQ/NSAP1 (“Non structural associated protein1”/ 

hnRNP Q ) 

Outra importante hnRNP Q que apresenta fundamental importância em diversos processos 

durante o metabolismo de mRNA e hnRNPQ/NSAP1. Estudos utilizando a técnica de duplo híbrido 

de levedura encontraram a proteína NSAP1 como uma proteína que interage com a proteína NS1 de 

parvovírus. Além de ser uma proteína multifuncional responsável por vários aspectos da replicação 

viral, NSAP1 foi - alguns anos depois - re-caracterizada como membro da família das hnRNPs 

(“heterogeneous nuclear ribonucleoproteins”). Apesar de possuir 80% de identidade com a hnRNP R 

(Harris, C.E. et al 1999), classifica-se hoje esta proteína como uma das três “splice variants” da nova 

família de hnRNPs, denominada hnRNPQ (Figura 2).  

 

 

 

 

Figura 2. Representação esquemática da proteína humana hnRNPQ/NSAP1. 

 

Estruturalmente NSAP1 apresenta-se como uma proteína modular, apresentando um 

domínio rico em aminoácidos ácidos na região N-terminal, seguido por três domínios RRMs (“mRNA 

recognition motifs”). Já na região C-terminal temos um domínio RGG box (Mourelatos, Z. et al 2001). 

Esta proteína está envolvida na regulação do “splicing” de alguns mRNAs e no transporte dessas 

moléculas (Harris, C.E. et al 1999) . Ainda, alguns trabalhos conseguiram demonstrar que hnRNPQ 

interage com o domínio phosphoCTD (“hyperphosphorylated C-terminal repeat domain”) da RNA 
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polimerase II (Carty SM et al 2002), o que demonstra a sua importância na regulação da transcrição 

de diversos genes.   

Através da técnica do duplo híbrido, vimos que hnRNPQ interage com AUF1 e mostramos 

que há uma seletividade dos domínios RRMs, de hnRNPQ, envolvidos na interação. A construção 

com o domínio ácido-RRM1 não interage com AUF1, entretanto as duplas dos domínios RRMs 1-2 e 

2-3 interagem. Isso demonstra a seletividade na interação entre os domínios das proteínas e que 

esses domínios parecem atuar em cooperação não somente em interações do tipo proteína-proteína 

quanto as do tipo proteína-RNA (Moraes, K.C.M. et al 2003). 

Além disso, a proteína humana hnRNPQ interage com o complexo de edição do mRNA da 

proteína ApoB (Blanc, V. et al 2001). A edição do mRNA de ApoB ocorre mediante a formação do 

complexo (editiossomo), formado pelas proteínas Apobec1 (enzima – citidina deaminase), ACF1 

(Apobec1 complementation factor1)  e hnRNPQ. Apobec1 e ACF1 são necessários e suficientes 

para que ocorra a edição do mRNA de ApoB. Entretanto, células transfectadas para 

superexpressara proteína hnRNPQ apresentaram inibição da edição do mRNA de ApoB (Blanc, V. et 

al 2001, Powell, L.M. et al 1987, Shah, R.R. et al 1991). Isso pode indicar que NSAP1, além de 

ligado ao editiossomo, pode funcionar como um regulador da reação de edição do mRNA. Nossos 

experimentos recentes in vitro mostraram que o domínio N-terminal (AcD) de hnRNPQ é capaz de 

interagir com Apobec1 e que a fosforilação de AcD inibe esta interação (Quaresma A.J.C. et al 2006, 

Artigo 3, p. 20). 

A proteína hnRNP Q pode também interagir com polissomos (Hresko, R.C. et al 2002) e evita 

a deadenilação de mRNAs instáveis (Chen, C.Y. et al 2003, Grosset, C. et al 2000 e Kim, T.D. et al 

2005). Ainda, tanto hnRNP Q quanto hnRNP R são componentes de grânulos citoplasmáticos, 

responsáveis pelo transporte de  determinados mRNAs ao longo dos dendritos de células nervosas 

(Bannai, H. et al 2004 e Rossoll, W.S. et al 2003). Estudos recentes demonstraram que essa 

proteína está intimamente envolvida na síntese do RNA viral, responsável pela hepatite C em ratos 

(Choi, K. S. et al 2004). Essa diversidade de processos em que hnRNP Q participa, reflete a sua 

plasticidade e capacidade de interagir com diferentes parceiros.  

 

 

1.5. Principais funções da proteína Bip/HSP70 

Muitos dos conhecimentos adquiridos sobre o controle da tradução, induzida por determinado 

estresse, surgiram com o estudo sobre estresse induzido por calor (Duncan, R. F. 1996). Os dois 

principais eventos envolvidos no controle da tradução sob estresse térmico são: primeiro, repressão 

da tradução devido a fosforilação em alguns fatores de iniciação da tradução em eucariotos 

(Rhoads, R. E. et al 1995) e devido ao seqüestro de muitos fatores, necessários à tradução, em 
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grânulos de estresse (Kedersha, N. et al 2002). Segundo, manutenção (ou até aumento) da síntese 

de importantes proteínas necessárias para a sobrevivência celular sob condições extremas 

(estresse), incluindo “heat shock proteins” (HSPs) como BiP. 

A proteína BiP foi identificada como uma proteína ligadora à cadeia pesada de algumas 

imunoglobulinas (Bole, D. G. et al 1986 e Haas, I.G. et al 1983) e que também ligava 

transientemente a muitas proteínas de membrana e da via secretora recém traduzidas e 

permanentemente a proteínas mal enoveladas ou desenoveladas que se acumulavam no interior do 

retículo endoplasmático (ER). Muitas funções foram propostas para BiP, dentre elas estão: auxílio no 

correto enovelamento de proteínas recém traduzidas e a retirada de proteínas desenoveladas do 

interior do ER (Pelham, H. R. et al 1986 e Munro, S. et al 1986). BiP é também conhecida como 

“glucose-regulated protein 78” (GRP78) e é membro da família das HSP70 (Lee, A.S. et al 1984). A 

expressão de BiP é regulada ao nível da transcrição e sua síntese pode ser induzida por muitos 

tipos de estresse, bem como falta de glicose, tratamento com ligadores de cálcio, como EGTA 

(Welch, W. J. Et al 1983, Wu, F.S. et al 1981, Olden, K.R. et al 1979) e tunicamicina ou glicosamina 

(ambos bloqueiam a glicosilação celular) (Stoeckle, M. Y. et al 1988). A transcrição do mRNA de BiP 

também é induzida por infecção viral como paramixovirus (Sarnow, P. et al 1989). Além disso, 

muitos trabalhos sugerem que a expressão de BiP é também regulada ao nível da tradução 

(Ulatowski, L. M. Et al 1993 e Yang, Q. Et al 1997). A tradução do mRNA de BiP é aumentada em 

células infectadas com poliovírus onde a tradução dos outros mRNAs da célula hospedeira é inibida 

(30). A região 5´-UTR do mRNA de BiP contem um elemento IRES (“internal ribosome entry site”) 

que é alvo de regulação da proteína PTB (“polypyrimidine tract-binding protein”) (Kim, Y. et al 2001). 

Interessantemente, hnRNP Q também é capaz de ligar à região IRES do mRNA de BiP e de 

aumentar a expressão de BiP. Estudos recentes também sugerem que, sob condições de estresse 

térmico, há um aumento da ligação de hnRNP Q na região IRES do mRNA de BiP. Além disso, o 

“knockout” de hnRNP Q diminui drasticamente a ativação de IRES e a expressão do mRNA de BiP, 

o que sugere que hnRNPQ apresenta um papel importante na modulação da tradução do mRNA de 

BiP (Cho, S. et al 2007). 

 

1.6. Funções dos Grânulos de Estresse 

Células eucarióticas respondem a diferentes condições de estresse, encontradas no 

ambiente, tais como estresse oxidativo, choque térmico, UV, estresse do retículo (ER) e algumas 

infecções virais. Essas condições alteram a maquinaria da tradução em eucariotos (Kedersha, N.L. 

et al 2002). A expressão de proteínas responsáveis por reparar o dano causado por condições de 

estresse cresce, enquanto a tradução de proteínas constitutivas é interrompida pelo re-

direcionamento desses mRNAs dos polissomos para discretos pontos citoplasmáticos, conhecidos 
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como grânulos de estresse (SG) para transiente estocagem (Kedersha, N.L. et al 1999). Muitas 

proteínas celulares, incluindo “T cell intracellular antigen-1” (TIA-1), “TIA-1 related protein” (TIAR) e 

“Ras-Gap-SH3 domain biding protein” (G3BP) estão envolvidas na montagem dos SG (Tourriere, H. 

et al 2003).  

Para que haja a tradução, é necessário a fosforilação da subunidade α do fator de iniciação 

da tradução em eucariotos (eIF2α). A subunidade α é alvo de quinases da família das 

serina/treonina, como: PKR, PERK-PEK, GCN2, HRI, dentre outras. Cada uma dessas quinases 

fosforilam eIF2α mediada pela ativação de diferentes vias de estresse. PKR é um sensor de 

temperatura e fosforila eIF2α  caso haja algum choque térmico, bem como danos causados por UV, 

infecção viral e estresse oxidativo (Williams, B.R. 2001). Já PERK-PEK detecta localmente estresses 

que ocorram no retículo endoplasmático (ER) (Harding, H.P. et al 2000). GCN2 fosforila eIF2α  

quando há falta de aminoácidos no meio (Kimball, S.R. 2001) e HRI monitora mudanças na 

viabilidade do grupamento heme durante a diferenciação dos eritrócitos (Han, A.P. et al 2001 e Lu, 

L. et al 2001). A fosforilação de eIF2α em eucariotos impede a montagem do complexo ternário 

eIF2-GTP-tRNAmet e inibe o início da tradução e a montagem dos polissomos (Anderson, P. et al 

2006). Estudos com quinases modificadas (inativas) e mutantes de eIF2α (não-fosforiláveis) 

mostram inibição da apoptose e indução da transformação celular. Isso confirma que a via 

PKR/PERK/GNC2/HRI-eIF2 apresenta um papel crítico na regulação tanto da tradução quanto da 

sobrevivência celular (Barber, G.N. et al 2001). TIA-1 e TIAR ligam-se a esse complexo ternário 

inativo bem como a mRNA poli(A)+, agregando-se e promovendo a montagem dos SG (Kim, J.H et 

al 2000).  

 

1.7. Funções dos corpos de processamento (“P-Bodies”) 

“Processing bodies” (P-bodies) representam um outro tipo de pontos citoplasmáticos, 

identificados em células eucarióticas (Eulalio, A. et al 2007). Os P-bodies apresentam componentes 

da via de degradação de mRNAs, bem como silenciamento de miRNA dependente da proteína 

GW182 (Eystathioy, T. et al 2002). P-bodies não necessitam da fosforilação de eIF2α para sua 

formação (Kedersha, N.L. et al 2005). Embora SG e P-bodies apresentem diferenças de tamanho e 

forma, bem como em seus mecanismos de formação, esses dois tipos de pontos citoplasmáticos 

são encontrados juntos em células de mamíferos com aparente interação física e funcional. Além 

disso, já foi demonstrado que P-bodies apresentam maior mobilidade do que SG. Curiosamente, 

acredita-se que os SG podem enviar para os P-bodies, determinados mRNAs para que sejam 

degradados (Beck, A.R. et al 1996). 
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TIA-1 e TIAR são duas proteínas multifuncionais que migração núcleo-citoplasma 

(”shuttling”). Ambas são expressas em diversos tecidos (Jin, K. et al 2000 e Anderson, P. 1995) e 

apresentam 3 domínios RRMs (N-terminal) e uma região rica em glutamina, no C-terminal, 

denominada “prion-related domain” (PRD) (Gilks, N., et al 2004), que demonstra ter semelhança 

estrutural e funcional com o domínio de agregação, presente em prions de mamíferos e células de 

levedura (Anderson, P. 1995). Um recombinante clone sem os e RRMs foi incapaz de ligar à mRNAs 

poli(A)+ e recrutá-lo ao SG (Kedersha, N.L. et al 1999). A deleção do domínio PRD inibiu a sua 

agregação e a montagem do SG.  A agregação de PRD é regulada pela chaperone “Heat-shock 

protein 70” (HSP70) e a superexpressão de HSP70 impede a agregação do domínio PRD (Gilks, N., 

et al 2004). Além disso, TIA-1 e TIAR regulam a tradução de alguns mRNAs, ricos em AU na região 

5´-UTR. Elas impedem a tradução desses mRNAs ligando-se à região rica em AU (Anderson, P. et 

al 2002).  
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2. Objetivos 

 

O presente trabalho teve como objetivo geral o estudo detalhado da função e aspectos 

estruturais da proteína humana hnRNP Q/NSAP1.  

 

 

Objetivos específicos: 

 

- identificar proteínas que interagem com AUF1 

 

- Caracterizar a interação entre hnRNPQ e PRMT1, analisando a importância da 

metilação de hnRNPQ para sua localização celular. 

 

- Caracterizar a interação do domínio AcD de hnRNPQ com Apobec1 e obter 

informações estruturais sobre AcD através de estudos espectroscópicos, de 

modelagem molecular e dinâmica molecular 

 

- Compreender a importância funcional da fosforilação do domínio AcD para a 

interação com Apobec1. 

 

- Estudar a fosforilação de hnRNPQ e as implicações funcionais dessa modificação, 

com ênfase na localização celular de hnRNPQ.  
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3. Resultados 
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Introduction 

The eukaryotic gene expression is regulated on different levels ranging from pre-mRNA processing, 

mature mRNA export, mRNA turnover, localization, to translation (1). Each regulation step involves various 

combinations of several RNA binding proteins, which form dynamic multiproteins complexes with the 

transcript, that differ from the nascent to the mature processes transcript and perform specific funcions (2). In 

the cytoplasm most of the proteins involved in these processes are frequently found in two specialized 

structures, known as processing bodies (PBs) and stress granules (SGs), which may be formed in response to 

specific stimuli (3,4).  

PBs have been early identified as cytoplasmic foci containing enzymes involved in mRNA decay (5). 

These cytoplasmic foci, previously identified in yeast cells as “processing bodies” (P-bodies) (PBs), were 

originally thought to function as a small site of mRNA degradation, since related foci (also termed GW, XRN1 

or DCP-bodies) (6-10) were identified in mammalian cells. Besides other studies could link these foci to the 

decay of mRNAs targeted by the RISC complex (11, 12). However, other work showed, that in yeast, the PBs 

may also serve to store mRNAs under stress conditions. Upon stress release, the stored mRNAs may return to 

active, translating polysomes (13, 14).   

In a similar fashion, stress granules (SGs) have been describes as cytoplasmic aggregates, which 

contain mRNAs that accumulate in the cells under stress conditions and which present reduced or inhibited 

translation (4, 15). Under stress conditions, the subunit of the eukaryontic initiation factor 2 (eIF-2) is 

phosphorylated. This leads to the formation of a ternary complex of eIF-2, GTP, and methionyl-tRNA, which  

promotes the disassembly of the polysome (16).  In response to these events, the SGs are assembled and there is 

a global repression of the protein synthesis (4). However, the inhibition of the global translation goes together 

with a selective translation of specific mRNAs that possess internal ribosome entry sites (IRES) (17, 18). In 

particular, translation mediated by IRES appears to promote the expression of several stress-response genes, 

which either promotes cell survival or cell death depending on the kind, severity and duration of the stress (19, 

20). The key protein for the formation of the  SG´s  is TIA1 (cytotoxic granule-associated RNA binding 

protein), which is also one of the marker proteins for SG. TIA promotes SG formation through aggregation of 

its C-termini, which functions as a prion-like domain (PRD) and is able to bind to HSP70 (21). SGs and PBs 

interact in stressed cells (22) and at least some unstable mRNAs may be stabilized in stressed cells (23). 

The hnRNP proteins are related to a wide array of RNA related functions, including: transcription, 

pre-mRNA processing, mRNA transport and translation, and contain  at least 20 proteins. HnRNPs form large 

heterogenic complexes, which precise roles in RNA metabolism need still to be fully defined (24). HnRNPQ 

(also called SYNCRIP and NSAP1) has been earlier described as  a protein which interacts with a non-

structural protein from the minute virus of mice [25, 26, 27]. hnRNPQ appears to be a sub-family of hnRNPs, 

with three protein isoforms called hnRNP Q1–Q3, which are derived from alternative splicing of a single gene. 

Its smallest isoform Q1 has a molecular mass of 62 kDa,  whereas Q2 has  65 kDa, and Q3 about 70 kDa. The 
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exact molecular functions of each of these three isoforms are still not well understood [24]. In general hnRNPQ 

has been functionally implicated in several different steps of mRNA maturation. One of the attributed functions 

for this protein was its association with the editosome complex, through of its interaction with the mRNA 

editing cytidine deaminase Apobec1 [26-28]. Furthermore, hnRNPQ has been identified to be a component of 

the SMN-complex (survival of motor neurons), where it interacts with the wild-type form of the protein SMN. 

It however, ceases to interact with the truncated form of SMN, which is found in spinal muscular atrophy [24, 

29]. hnRNP Q proteins also are associated with polysomes and prevent the deadenylation of unstable mRNAs 

(30-33). Furthermore it has ~80% similarity with hnRNP R and both proteins are components of mRNA 

granules transported in neuronal dendrites (34, 35).  Both proteins are further required for efficient pre-mRNA 

splicing in an in vitro assay (24). Finally, hnRNPQ has been also functionally associated to a complex that 

regulates the translation of some mRNAs and the degradation of specific mRNAs such as that of c-fos and 

related to the circadian rhythm [37, 38]. The association to the latter context is emphasized by the finding that 

hnRNPQ has been described to interact with the protein AUF1 [39], which is an important element for the 

destabilization of AU-rich mRNAs [40]. Here, we report that the sub-cellular localization of the human protein 

hnRNP Q can be modified under specific stress conditions, including PMA and tapsigargin treatments as well 

as heat shock.  Furthermore, our results suggest that hnRNP Q interact to HSP70, GW182 and TIA-1 and 

colocalizes with the latter in PBs and SGs.  

 

Materials and Methods 

 

Plasmids construction  

For the generation of the construction pGEX4T1-hnRNPQ(1-443), a DNA fragment encoding amino 

acids 1–443 of hnRNPQ was amplified via polymerase chain reaction (PCR) from the library of fetal human 

brain (Clontech) by using of the oligonucleotides hnRNPQDRGGbox-S-XhoI 

(CGATCTCGAGATGGCTACAGAACATGTTAAT GGAAATGG) and hnRNPQDRGGbox-AS-NotI 

(CTTTGCGGCCGCCTACTTCCACTG TTGCCCAAAAGTATC), purified and cloned into the SalI/XhoI sites 

of the pGEX4T1 vector. For the generation of construction pET28a-HSP70-1A see reference [41]. 

 

Protein expression 

Expression and purification of recombinant proteins. To generate the construction GST-hnRNPQ(1–

443), the cDNAs were amplified by PCR and inserted into pGEX4T1 bacterial expression vector as described 

above. The recombinant plasmid pGEX4T1-hnRNPQ (1-443) was co-transformed with pRARE vector into the 

E. coli strain BL21 (Stratagene). The protein expression was induced by 0,5 mM IPTG for 6 h at 37 °C. Protein 

affinity purification was performed using glutathione–Sepharose 4B (GE Healthcare).  To generate the protein 

fused by 6xHis tail, the cDNA encoding HSP70 was cloned into the pET28a vector (Novagen). The 
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recombinant plasmid pET28a-HSP70 was transformed into the BL21 strain, without pRARE vector. The 

protein expression was induced by 0,5 mM IPTG for 6 h at 37 °C. Protein affinity purification was performed 

using Ni-NTA-Sepharose (Amersham). 

 

In Vitro Phosphorylation 

Purified recombinant protein GST-hnRNPQ(1-443) (1 mg/ml) was phosphorylated in kinase buffer 

(20 mM Tris; 10 mM MgCl2; 20 mM ATP; 2,5 mCi γ32
P-ATP at pH 7,5), using 50 ng of commercial PKC (alfa, 

delta and zeta) fused to 6xHis tail and radioactive 
32

P-ATP in a final volume of 50 µl at 30 °C, for 30 min, as 

described before for another protein substrate [42]. In the reaction containing PKCα we added 100 nM of PMA 

plus 1,7 µM of CaCl2 and  100 nM of PMA were added to the reaction with PKCδ. Radioactively labeled 

proteins were then run out by SDS–PAGE. The gels were stained with Coomassie blue, dried, and exposed to 

X-ray film. 

 

Pull-down assay  

The constructions 6xHis–HSP70(SBD) and 6xHSP70 and the control protein 6xHis-DRAP1 were 

coupled to Ni-NTA sepharose beads. After washing, beads were incubated with free GST or GST-hnRNPQ in 

the presence of ATP and ADP. The beads were washed again, and then eluted with PBS + Imidazol 500 mM. 

The supernatants were boiled for 5 min in SDS-loading buffer. Bound proteins were separated by SDS–PAGE, 

stained with Coomassie blue or transferred to a PDVF membrane, analyzed by Western blot using immuno-

chemiluminescence detection. Primary antibodies were: mouse anti-GST antibody 5.3.3 (for control of equal 

loading of beads) [43] or mouse anti-5xHis monoclonal antibody (Qiagen). As secondary antibody we used an 

anti-mouse IgG-peroxidase conjugate. 

 

Immunoprecipitation and Immunoblotting 

In vivo binding assay. Hela cells (1.10
7
 x cells) were collected and lysed in 1 ml lysis buffer (20 mM 

Tris–HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, 1% NP-40, 1 mM PMSF, 0.1% Triton X-100). 

Lysate was treated with DNAse (Promega) and cleared at 14.000 xg at 4oC for 15 min. Next, 20 µl of protein 

A–Sepharose (for polyclonal antibody) or G–Sepharose (for monoclonal antibody) beads (Pharmacia) were 

loaded with the antibodies, washed with lysis buffer, and incubated or not with the indicated lysates for 2 h at 4 

°C. After further three washes with lysis buffer, the beads were re-suspended in SDS–PAGE loading buffer and 

analyzed as described above. 

 

 

 



 57 

Cell Cultivation and Stress-induced assay 

HeLa cells were cultivated in Dulbecco’s modified Eagle’s medium - DME (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) supplemented with 100 U/ml penicillin/G-streptomycin (Biochrom, Berlin, Germany) and 10% heat-

inactivated fetal bovine serum (Biochrom) at 37 °C and 5 % CO2. For stress-induced assays, cells were grown 

until a confluency of 50 - 70 % on glass cover slips and treated with chloramphenicol (40 µg/ml) and 

cylohexamide (100 ug/ml) for 4h, in order to inhibit translation; PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) (400 

nM) for 3h, for PKC pathway activation; actinomycin D (5 µg/ml) for 1 h for transcription stop; tapsigargin (2 

µM) for 4h, to induce ER stress or Arsenite (0.5 mM) for 30min, with additional 30 min for the  recovery from 

Arsenite treatment. 

 

Preparation of Cell extract 

Hela cells were washed twice with ice-cold PBS and then suspended in “low salt buffer” (LSB) (10 

mM Tris-HCl, pH 7.4, 320 mM sacharose, 2 mM MgCl2, 3 mM CaCl2, 0.5 mM DTT, 0.4 % NP-40) for 12 min 

on ice and centrifuged for 5 min at 800 xg  at 4
o
C. . The supernatant was called  cytoplasmic fraction. In order 

to obtain the nuclear fraction, the pellets (nuclei) were then resuspended in 300 ul of “high salt buffer” (HSB) 

(25 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, pH 8.0) and incubated for 12 min on ice. After 

incubation, they were centrifuged at 20.000 x g for 10 min at 4 °C. Then the cytoplasmic and nuclear fractions 

were run out on a SDS-PAGE gel. 

 

Immunofluorescence microscopy 

After treatments, cells grown on cover slips were washed with phosphate-buffered saline (PBS), fixed 

in 2% paraformaldehyde in PBS for 30 min at 25 °C, and then permeabilized for 10 min in PBS + Triton 0,3 % 

at 25 °C. After three washes in PBS of 5 min each, the cells were treated with PBS + 100 mM of Glicine for 5 

min at 25 °C. After three washes the cells were incubated in blocking buffer (BSA 1 % in PBS) for 1 h at 25 

°C. Cells were then exposed, after five more washes, to primary antibodies (e.g. mouse anti-hnRNPQ 

monoclonal, rabbit anti-BiP polyclonal, goat anti-GW182 polyclonal and goat anti-TIA1 polyclonal all diluted 

in blocking buffer) for 2 h at 25 °C, followed by five washes in PBS. Cells were then incubated in secondary 

antibody (e.g., donkey anti-goat rhodamine-conjugated, bovine anti-mouse FITC-conjugated, and mouse anti-

rabbit rhodamine-conjugated) containing DAPI diluted in blocking buffer and incubated for 1h.  Finally cells 

were then washed five times in PBS for 5 min, mounted with Fluoromouting reagent, and analyzed with a 

fluorescence microscope (Eclipse E600, Nikon). 
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Results 

hnRNPQ was phosphorylated by PKC 

Previous works were able to identify hnRNPQ as a protein that specifically interacts with polysomes in 

3T3-L1 adipocytes cells. Furthermore, hnRNPQ was identified as a phosphorylation target of “Insulin receptor 

tyrosine kinase” (IRK). This receptor may phosphorylate some tyrosines that flank the RGG-box, presented in 

its C-terminal region. After the receptor activation and phosphorylation, there was a considerable reduction in 

the amount of hnRNP Q linked to polysomes (35). Furthermore, we showed that the acidic domain (AcD) 

present at its N-terminus could be in vitro phosphorylated by PKC-Pan promoting a considerable reduction in 

the interaction between AcD and Apobec1 (28). It is worth noting that the protein kinase C (PKC) family 

consists of several isoforms, which contain at least two functional domains: the  N-terminal regulatory domain  

and the C-terminal catalytic domain, which may or may not be regulated by Ca
+2

 or phospholipids.  

We set out to investigate which PKC isoform could specifically phosphorylate hnRNPQ in vitro. Thus, 

we performed an in vitro phosphorylation essay using GST-hnRNPQ(1-443) and three different PKCs (α, δ and 

ζ) (Fig. 1A). The results showed that PKCδ most efficiently phosphorylated GST-hnRNPQ(1-443), whereas 

PKCα and PKCζ showed only moderate activity. We also analyzed the recombinant protein 6xHis-FEZ1 (49) 

as a positive control (Fig. 1B) and free GST, as a negative control (data not shown). Furthermore, we performed 

the phosphorylation reaction without recombinant protein to show that there was no significant auto-

phosphorylation by PKC under these conditions (Fig. 1B). To evaluate if the interaction between PKCδ and 

hnRNPQ occurred also in vivo, we performed a co-immunoprecipitation of hnRNPQ and PKCδ. PKCδ was 

immuno-precipitated from extracts of Hela cells treated or not with PMA, resolved by SDS-PAGE and probed 

with an anti-hnRNPQ antibody. We observed that PKCδ interacted with hnRNPQ in both the presence and 

absence of PMA (not shown).  These data suggest that function and localization of hnRNPQ may be regulated 

by phosphorylation through PKC. It is already known that several proteins that interact with the regulatory 

domain of PKC isoforms have emerged to be the determinants for the subcellular localization of these PKC 

isoforms (46, 47, 48). On the other hand the phosphorylation through PKC may regulate the sub-localization of 

the protein-targets (43).  

 

The activation of PKCs pathways can modify the sub-cellular localization of hnRNPQ  

 HnRNPQ is predominantly a nuclear protein (24). However, it was also identified in cytoplasmic 

granules that consist of large complexes of mRNA-binding proteins, which may be transported by cellular 

motors, such as proteins of the kinesin superfamily (KIFs) (50). Furthermore, both lack of Arginine methylation 

by PRMT and its tyrosine specific phosphorylation by insulin receptor can  re-distribute  hnRNPQ from the 

nucleus to the cytoplasm (30, 45). 
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To investigate, whether the cellular localization of hnRNPQ could be modified by the activation of 

PKCs, Hela cells were treated with PMA  (Fig. 2). There was a clear shift in its localization from the nucleus to 

the cytoplasm when the HeLa cells were treated with PMA. Curiously, there was also the formation of small 

granules spread throughout the cytoplasm. In order to avoid the translation of new proteins, the cells were also 

treated with chloramphenicole and cyclohexamide.  The results of the control experiments showed that the 

inhibition of translation alone or the treatment with the PKC inhibitor Ro(32-0432) did not make a considerable 

difference in the localization of hnRNPQ. 

We further performed a fractionation of cytoplasmic and nuclear fractions of both untreated and PMA 

treated cells (not shown).  We were not able to identify a visible difference in the Western blot of the PMA 

treated versus non-treated cells. This could suggest that the cytoplasmic spots detected may represent 

endoplasmic reticulum, which is a continuation of the nuclear envelope membranes. 

 

 hnRNPQ co-localized with BIP, a specific ER protein  

We reasoned that hnRNPQ could be localized in the endoplasmatic reticulum (ER) or close to it, since 

we could not identify it in the supernatant, cytoplasm fraction, despite the fact that the immuno-fluorescence 

had clearly shown a granular cytoplasmic staining. Therefore, we addressed its cellular co-localization with an 

ER specific “marker” or BiP (Binding Protein, which belongs to the Hsp70 family) to further characterize the 

nature of the observed hnRNPQ granules, which were formed after PMA treatment. Moreover, recent work 

demonstrated that hnRNPQ has an essential role in the translation of BiP mRNA, by its strong binding to an 

IRES (Internal Ribosomal Entry Site), which is found in its un-translated region (5´-UTR) (51). To evaluate 

this, a co-immunofluorescence was performed between hnRNP Q and BIP, a protein that has been identified as 

an immunoglobulin heavy-chain-binding protein that also binds transiently to several nascent, wild-type 

secretory and transmembrane proteins and permanently to misfolded proteins that accumulate in the 

endoplasmic reticulum (ER) (52, 53). Many roles for the BiP have been proposed, such as: the assembly of 

nascent proteins and the mediation of proper folding (51, 54). The BiP protein, also known as glucose-regulated 

protein 78 (GRP78), is a member of the heat shock protein 70 (HSP70) family (55).  

The data show that in untreated Hela cells as much as in cells with the translation inhibited,  both 

proteins did not co-localize in the cytoplasmic granules (Fig. 3). After PKC activation, however, both proteins 

co-localizated in evidently the same perinuclear spots, which we saw previously (Fig. 2). In summary, this may 

suggest that hnRNPQ could interact, under specific conditions, not only with the mRNA of BiP, but also with 

the protein BiP, in the ER. 

 Human Hsp70-1A, protein which was cloned, purified and characterized[41], is 64% identical to its 

homologue BiP[56]. Proteins from Hsp70 family have structural and functional conservation:  . the N-terminal 

region presents an ATPase domain, which binds to and hydrolyzes ATP, and the C-terminal region presents a 

substrate binding-domain (SBD)  (Fig. 4A), which contains a conserved signature EEVD motif, that interacts 
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with other chaperones, including HSP40 and HSP90 [57]. This motif also regulates the repair of other proteins 

(58) (Fig. 4A). Hsp70-1A and BiP are more than 80% identical in the C-terminus. 

 In order to test if the interaction between hnRNPQ and HSP70 occurs in vitro, we performed a semi in 

vivo pull-down assay with purified recombinant proteins. For this, 6xHis-HSP70(SBD) was immobilized on 

Ni-NTA sepharose beads and Hela cell extracts were incubated with loaded or non loaded beads. We observed 

that hnRNPQ and  HSP70 interacted (data not shown). The C-terminal of hnRNP Q presents a RGGbox, rich in 

charged amino acids and believed to be an unfolded region (Fig. 5A).  

To further map the interaction between HSP70 and hnRNPQ, we decided to use the recombinant 

constructions GST-hnRNPQ (1-443) and 6xHis-SBD-HSP70 in an in vitro pull down assay (Fig. 4), using free 

GST as a control protein. The data clearly showed an interaction between GST-hnRNPQ(1-443) and the 6xHis-

HSP70(SBD) (Fig. 4B,C). Both phosphorylated and un-phosphorylated forms of GST-hnRNPQ(1-443) 

interacted with 6xHis-HSP70(SBD). This suggests that this interaction was independent of phosphorylation  

(Fig. 4C). Moreover, GST-hnRNPQ(1-443) was sufficient to bind to the SBD domain, even without the 

supposed unfolded C-terminal region containing the RGG-box. Furthermore, we also performed the pull down 

assay in the presence of ATP or ADP as an additional control. Since our Hsp70 construct did not contain the 

ATPase domain there were no significant differences in the strength of interactions observed  (Fig. 4B).  

 

The hnRNPQ localization is altered by stress  

 It is already known that the expression of BiP protein is mainly regulated at the level of translation (59, 

60) and that the translation of the BiP mRNA increases in poliovirus-infected cells, where translation of most 

host cellular mRNAs is inhibited (60). Moreover, heat-shock treatment was shown to increase the IRES-

dependent expression of the BiP mRNA (61). This behavior suggests that increased BiP expression is stress-

dependent. We therefore reasoned that the localization of hnRNPQ could be also modulated by stress 

conditions. 

 We therefore set out to induce ER stress by Tapsigargin, known as a specific ER stress inductor. To 

better control the experiment the Hela cells were also treated them with chloramphenicole and cyclohaxamide 

to inhibit the on-going de novo translation. After 4h of treatment with tapsigargin, our results showed that the 

hnRNPQ localization is very similar to that previously found upon PKC activation (Fig. 5,  2 and 3). There was 

however again no difference between the cells only treated with tapsigargin and the cells treated with 

tapsigargin plus translation inhibitors. These data may suggest that localization of hnRNPQ could be directly 

altered by ER stress.  We may speculate that there may be a dynamic role for hnRNPQ  in the light of  the 

stabilization of some mRNA under stressed conditions. 
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Co-localization of hnRNPQ and BiP after both ER and heat shock stresses 

Since hnRNPQ occurred at specific granules after PKC activation and ER stress, we decided to 

investigate the co-localization of hnRNPQ and BiP under different stress conditions. For this, we induced ER 

stress with both tapsigargin (Fig. 6A) and heat shock at 42 °C for 1h (Fig. 6B). Both stress conditions were 

again performed in the presence of translation inhibitors.  

We observed a clear co-localization of hnRNPQ and BiP in the cytoplasmatic granules after both types 

of stresses. Interestingly, both conditions may activate different kinase pathways. It is already known, that 

under thermal stress a specific kinase is activated, PKR, which works like a temperature sensor and promotes 

the phosphorylation of eIF2α. PKR can also be activated if there is DNA damage by UV, or by viral infections 

or oxidative stress (61). On the other hand the ER stress activates a specific kinase known as PERK. This 

kinase is presented on the ER´s membrane. PERK could be also characterized as an ER stress sensor and is able 

to phosphorylate eIF2α (61). Curiously, the formation of stress granules (SGs) depends on eIF2α 

phosphorylation (64) and the pattern of localization of the SGs is similar to that of the hnRNPQ granules 

observed a after ER stress conditions, heat shock or PKC activation. This may suggest that, under stress 

conditions hnRNPQ could be translocated to SGs. 
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Figure legends 

 

Figure 1. In vitro phosphorylation of the recombinant protein GST-hnRNPQ(1-443). A. The recombinant 

protein was phosphorylated with different PKCs, which represented the three big family: classical (PKCα), 

novel (PKDδ) and atypical (PKCζ). Upper panel: Purified recombinant protein was run out on by SDS-PAGE. 

Lower panel: The radiolabeled hnRNPQ(1-443) was detected by autoradiography (AR). All phosphorylation 

assays were performed with the indicated kinases and [
32

P]-ATP. B. Phosphorylation control. The recombinant 

protein 6xHis-FEZ was used as positive control. Top panel: Purified recombinant 6xHis-FEZ1 and PKC were 

run out by SDS-PAGE. Lower panel: Radiolabeled 6xHis-FEZ1 was detected by autoradiography. The purified 

PKCs were also incubated with [
32

P]-ATP and run out alone (negative control). 

Figure 2. Subcellular localization of endogenous hnRNPQ, after cellular activation with PMA or 

inhibition of PKC pathways by Ro. Hela cells were grown on glass cover slips and stimulated with PMA (400 

nM) or Ro (200 nM) for 4h at 37 ºC. To inhibit the translation of new proteins, cells were also treated with 

cyclohexamide (100ug/ml) and chloramphenicol (40 ug/ml). After the indicated treatment the cells were fixed 

with 2 % of paraformaldehyde in PBS. hnRNPQ was immuno-detected with a primary monoclonal antibody 

anti-hnRNPQ and a secondary anti-mouse antibody coupledwith Fluorescein protein (FITC) (green). The nuclei 

were counter-stained with DAPI (blue). Arrow: cytoplasmatic “spot”, appearing after PKC activation. 

Figure 3. Subcelluar co-localization of hnRNPQ and BiP. A. Co-localization of hnRNPQ and BiP in Hela 

cells treated or not with cyclohaxamide (100 µg/ml) and chloramphenicole (40 µg/ml). B. Co-localization after 

PKC pathway activation with PMA (200 nM) for 3h at 37 °C. After treatment, cells were fixed with 2 % of 

paraformaldheyde in PBS. The proteins were immuno-stained with an primary antibody to anti-hnRNPQ 

(monoclonal) and a serum against anti-BiP (polyclonal).  

 

Figure 4. In vitro interaction between hnRNPQ and HSP70. A. Schematic representation of the domain 

organization of hnRNPQ and Hsp70. Top: HSP70 organization: ATPase domain (grey) at the N-terminus and 

the substrate binding-domain (SBD) (yellow, ~40kDa) at the C-terminus. Our construction contains only the 

SBD domain fused to a 6xHis tag. Full length hnRNPQ (~70kDa) organization: Acidic domain (AcD, blue) at 

the N-terminus, followed by 3 RNA binding domains (RRM, red) and the RGG-box (yellow) at C-terminus. 

Our construction, fused to GST (white) and lacking the RGGbox. B. In vitro pull-down assay between 6xHis-

HSP70(SBD) and GST-hnRNPQ(1-443). Ni-NTA beads were loaded with equal amounts of 6xHis 
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HSP70(SBD), washed and incubated with GST (negative control) or GST–hnRNPQ(1-443) in the absence or 

presence of ATP or ADP. Upper panel: Anti-GST Western blot (WB) . Lower panel: Anti-6xHis WB for 

demonstration of equal loading of the Ni-NTA-Sepharose beads. C. In vitro pull-down assay between 6xHis-

HSP70(SBD) and phosphorylated or unphosphorylated forms of GST-hnRNPQ(1-443). The construction GST-

hnRNPQ(1-443) was previously phosphorylated byPKCpan or PKC. Ni-NTA beads were loaded with equal 

concentration of 6xHisHSP70(SBD), washed and incubated with GST (negative control) or apo- or phosphor 

GST–hnRNPQ(1-443). Upper panel: Anti-GST Western blot (WB) of GST–hnRNPQ(1-443). Lower panel: 

Anti-6xHis WB for demonstration of equal loading.  

 

Figure 5. Subcellular localization of hnRNPQ under stress induced by tapsigargin. Hela cells were grown 

on glass cover slips and treated with Tapsigargin (1µM) for 2h. After treatment cells were fixed with 2 % 

parafhormaldehyde in PBS for 30 min. The hnRNPQ immuno-detection was performed with primary antibody 

anti-hnRNPQ and secondary antibody, coupled by FITC (green). The nuclei were stained with DAPI (blue). 

The cells were analyzed with a fluorescence microscope (Nikon). Arrows indicate the cytoplasmic hnRNPQ 

spots, which appear after ER stress. 

 

Figure 6. Subcelular co-localization of hnRNPQ and BiP after tapsigargin treatment and and heat shock. 

A. Co-immuno-detection of endogenous proteins under ER stress with tapsgargin (1 µM). Cells were also 

treated with translation inhibitors. B. Co-immuno-staining of endogenous proteins after heat shock (incubation 

for 1h at 42 °C). After treatments, cells were fixed and immuno-stained as above. Arrows indicate  cytoplasmic 

hnRNP/BiP spots, which appear  after stress conditions. 
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Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Figura 5 
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Figura 6 
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6. Resultados complementares 

Identificação das proteínas que interagem com a proteína humana IMP2 (IGF- II mRNA-

binding protein). 

Primeiramente realizamos um ensaio de duplo híbrido em levedura (Y2HS) utilizando para isso 

a proteína humana IMP2, como isca. Resolvemos fazer esse ensaio porque ela foi uma das 

proteínas pescadas por AUF1 (Moraes, KCM et al 2003. Artigo I, p18).  

IMP2 faz parte de uma subfamília de proteínas (IMPs: IMP1, IMP2 e IMP3). Essa subfamília de 

proteínas faz parte de uma super-família de proteínas chamada VICKZ, nome baseado na primeira 

letra dos membros dessa família. (Vg1 RBP/Vera; IMP-1, IMP-2, IMP-3; CRD-RBP; KOC e ZBP-1) 

(Ross et al.1997, Havin et al 1998 e Deshler et al. 1998). Altos níveis das proteínas VICKZ são 

encontrados em muitos tipos de câncer, incluindo tumores de rim, mama, pâncreas, pele e cólon do 

útero. Em contraste, baixos ou indetectáveis níveis dessas proteínas são encontrados em tecidos 

normais (Yaniv et al., 2002). A subfamília de IMPs é caracterizada por dois domínios RRMs (“RNA 

recognition motif”) na região N-terminal e quatro domínios KH (“hnRNP K homology”) na região C-

terminal (Nielsen et al., 1999). Esta proteína está envolvida na localização sub-citoplasmática de 

determinados mRNAs durante a embriogênese (Nielsen et al. 1999).  

Após os devidos testes, obtivemos em torno de 15 seqüências. As 15 seqüências obtidas 

foram analisadas e apenas as interações que julgamos funcionalmente mais próximas à IMP2 foram 

sumarizadas na tabela 3. 

 

Tabela 3 – Identificação das proteínas, provenientes da biblioteca de células HeLa, que interagem com  a proteína humana 

IMP2 por duplo-híbrido. 

Nome do clone 

Número de 

clones 

pescados 

Tamanho do 

inserto 

identificado 

Tamanho 

original da 

proteína 

Função Referências 

 

 

PIG-U 

 

 

3 ~1000pb 

 

1306nt-

436aa 

Subunidade do complexo de 

GPI transamidases.  
Hong Y,  et al. (2002) 

p80/nucleophosmin 

anaplastic lymphoma 

kinase fusion protein 

2 ~750pb 

 

2040nt-

680aa 

Proteína híbrida (NPM-ALK) 

formada em limfomas. 

Hiperfosforilada em limfomas 

Ki-1 

Fujimoto, J. et al.  (1996) 

Bischof, D. Et al.  (1997) 

 

As outras proteínas pescadas e não mostradas aqui, não apresentam significativa relação 

funcional com IMP2, como é o caso das proteínas ribossomais L7a e L10.  
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A principal interação vista foi entre a proteína IMP2 e a proteína híbrida, NPM-ALK 

(“p80/nucleophosmin anaplastic lymphoma kinase fusion protein”). Essa proteína é resultado de uma 

translocação - t(2;5) (p23;q35) – entre o gene que codifica a kinase ALK, fusionado in frame com o 

gene que codifica a proteína nucleolar NPM. Essa translocação ocasiona o surgimento de uma 

proteína híbrida NPM-ALK, que é uma quinase constitutivamente ativa e que possui um papel central 

na formação de determinados linfomas. A proteína é encontrada em linfomas de Hodgkin e de não 

Hodgkin e é fosforilada pela proteína humana Ki-1 (Pulford, K. et al 1997 e Fallini, B. et al 2007). 

Outra proteína de importância funcional é a proteína humana PGI-U, membro de um complexo 

humano, denominado GPIT (“Glycosylphosphatidylinositol trasamidase”). GPIT é um multi-complexo 

protéico que ancora o lipídio fosfatidilinositol a determinadas proteínas de membrana. GPIT é 

formado pelas proteínas Gaa1, Gpi8, PIG-S, PIG-T, and PIG-U (AAH30512). A natureza das 

interações funcionais entre as sub-unidades de GPIT, bem como as proteínas que interagem com os 

membros de complexo, ainda é desconhecido.  

Num segundo momento, utilizamos novamente a proteína humana IMP2 como isca num ensaio 

de duplo híbrido. Neste caso, utilizando uma biblioteca de cérebro fetal humano. A mesma biblioteca 

utilizada anteriormente para a proteína AUF1 (Moraes et al 2003 – Artigo I, p. 18). Dentre as 

interações obtidas pelo ensaio, sumarizamos somente a que julgamos relevante, demonstrada na 

tabela 4. 

 

Tabela 4 – Identificação das proteínas, provenientes da biblioteca de cérebro fetal humano, que interagem com IMP2. 

Nome do clone 

Número de 

vezes que 

interagiu 

Tamanho do 

inserto 

identificado 

Tamanho 

original da 

proteína 

Funcão Referências 

Heat shock 90kDa 

protein 1 
1 ~500nt 732 aa 

Auxilia no correto enovelamento de 

diversas proteínas. Sua função é 

dependente da capacidade de 

hidrolisam ATP 

Piper, P.W. et al. (2003) 

Richter, K. et al.  (2002) 

 

Ao utilizarmos a biblioteca de cérebro fetal humano identificamos a proteína Hsp90. Hsp90 

apresenta três domínios: na região N-terminal há um domínio de ligação a ATP, um domínio no meio 

da proteína e um domínio na região C-terminal, responsável pela sua dimerização. A dimerização da 

proteína HSP90 é um processo essencial para o seu correto funcionamento (Richter, K et al 2001 e 

Louvion, J. F et al 1996).  

Em eucariotos superiores essa proteína já foi encontrada interagindo com receptores de 

hormônios esteróides, com algumas tirosina quinases de retrovírus e com proteínas do citoesqueleto 

– actina, dineína e miosina (Zhao, R et al 2005, Pratt, W.B. et al 1997 e Whitesell, L et al 1994). Em 

neoplasias a proteína Hsp90 auxilia fortemente na maturação de oncoproteínas (Calderwood, S.K. et 
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al 2006 e Chiosis, G. et al 2006). Estudos recentes utilizam Hsp90 como alvo de novos fármacos 

como 17-AAG (“ansamycin 17-allylaminogeldanamycin”), na tentativa de evitar que essa proteína 

consiga auxiliar no enovelamento de determinadas oncoproteínas (Chiosis, G. et al 2006). 

Além disso, outros trabalhos mostraram que há uma forte ligação entre a proteína NPM-ALK e 

Hsp90 (Bonvini P, et al., 2002). Curiosamente, foi demonstrado que AUF1 interage com HSP70 

(Laroia et al.,1999) e sabe-se ainda que Hsp90 forma um dímero e que este dímero interage com 

Hsp70, além de outras co-chaperons, quando estão atuando. Trabalhos in vivo demonstraram que 

IMP2 também interage com proteínas do citoesqueleto, o que corrobora com o nosso achado 

(Nielsen et al. 2002).  

 

Identificação das proteínas que interagem com a proteína humana hnRNP Q 

Nós fizemos também um ensaio de duplo híbrido em levedura, utilizando como isca a 

proteína humana hnRNPQ/NSAP1. Nesse ensaio, 29 seqüências foram obtidas e analisadas. Dentre 

as interações vistas, sumarizamos na tabela 4 as mais relevantes. 

 

Tabela 5 – Identificação das proteínas, provenientes da biblioteca de células HeLa, que interagem com  a proteína humana 

hnRNPQ 

Nome do clone 

Número de 

clones 

pescados 

Tamanho do 

inserto 

identificado 

Tamanho 

original da 

proteína 

Função Referências 

 

DJ-1/PARK7 

 

5 

 

~300pb 

 

189aa 

Regulação da transcrição 

sobre estresse oxidativo  

 

Nagakubo, D., et al (1997) 

 

 

Praja-2/Neurodap1 

 

3 ~650pb 708aa 

Proteína híbrida (NPM-ALK) 

formada em linfomas. 

Hiperfosforilada em linfomas 

Ki-1 

Takahashi, K. et al (2001) 

 

A principal interação vista foi entre a proteína NSAP1 e a proteína DJ-1/PARK7 (NCBI: 

Q99497), interação verificada por 5 vezes. Esta proteína interage com PIAS2 e está intimamente 

ligada à doença de Parkinson. Essa doença é caracterizada por ser uma desordem multi-fatorial de 

base genética, que degrada os neurônios da região central do cérebro e termina por desorganizar os 

movimentos das pessoas afetadas (Takahashi, K. et al 2001). A proteína DJ-1/PARK7 funciona 

como uma chaperone sensível ao estresse oxidativo, tendo como principal função proteger a 

integridade das células neuronais diante de tal estresse (Canet-Aviles, R.M. et al 2004). Foram 

encontradas mutações autossômicas recessivas no gene DJ-1, que provavelmente são 
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responsáveis pela perda da função da proteína, cujas principais são: regular a transcrição e 

responder adequadamente ao estresse oxidativo (Miller, D.W. et al 2003).  

Outra importante interação, identificada por três vezes com NSAP1, é com a proteína 

humana Praja-2/Neurodap1(NCBI: NP055634), uma proteína da família das zinc-finger, que possui 

um domínio RING-H2 e que está intimamente relacionada com o retículo endoplasmático 

(Nakayama M, et al 1995). Essa proteína chama a atenção devido a sua capacidade de interação 

com proteínas da família das ubiquitinas (Yu, P. et al 2002). Curiosamente, já havíamos 

demonstrado que a proteína AUF1 também interage com um membro dessa família UBC9. Outra 

importante proteína que também foi “pescada” através desse ensaio de Y2HS foi β-tubulina. 
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7. Considerações Finais 

Uma rede regulatória envolvendo as proteínas hnRNP D, Q e IMP2 

Interessantemente, algumas interações, identificadas por nós, têm sido confirmadas pela 

literatura. É o caso da proteína híbrida NPM-ALK que foi pescada, no ensaio Y2HS, por IMP2. 

Trabalhos recentes demonstraram que essa proteína interage com AUF1 e que ambas co-localizam 

em específicos focos citoplasmáticos (Fawal, M et al 2006). Portanto, não somente AUF1 é capaz de 

interagir com NPM-ALK, mas também HSP90 e ambas são capazes de interagir com IMP2 (Figura 

4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representação parcial da rede de interações em que as proteína humanas hnRNPQ, hnRNPD e 

IMP2 participam (círculos vermelhos). As linhas cheias significam interações já comprovadas e publicadas, já 

as linhas tracejadas identificam interações vistas por nós, porém ainda não publicadas. Os retângulos 

amarelos representam enzimas responsáveis por modificações pós-traducionais, seja por fosforilação       (-

PO4), seja por metilação (-CH3). O círculo tripartido representa os membros da família das chaperones que 

participam dessa rede. Os retângulos em azul, no alto, representam as proteínas que fazem parte do 

citoesqueleto (b-tubulina) ou que se associam a elas (FEZ1). 
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Outra interação, que julgamos relevante, foi entre PIG-U e IMP2. Essa interação nos trouxe 

uma importante informação, pois alguns trabalhos realizados com a proteína IMP2 já haviam 

demonstrado que ela tinha uma interessante dinâmica de localização celular. IMP2 é uma proteína 

predominantemente citoplasmática, porém acumula-se, principalemente na região perinuclear. Após 

determinado estímulo, essa proteína dirige-se à membrana celular, onde se acumula logo abaixo da 

membrana. Durante esse percurso ela interage com diversas proteínas do citoesqueleto. Dentre 

essas proteínas do citoesqueleto, podemos citar a β-tubulina (Nielsen, F.C et al 2002).  

Através do ensaio de Y2HS com a proteína humana hnRNPQ conseguimos identificar β-

tubulina como uma proteína que interage com hnRNPQ. Essa hipótese já havia sido discutida em 

um trabalho que demonstrou hnRNPQ está organizada em específicos grânulos citoplasmáticos, 

presentes em neurônios (Kanai, Y et al 2004). Ainda, esses grânulos estão intimamente associados 

com algumas kinesinas, membros da família das KIFs. Nesse caso, hnRNPQ transportaria algumas 

moléculas de mRNA ao longo dos dendritos desses neurônios. Provavelmente ela consegue fazer 

isso se associando a proteínas do citoesqueleto ou a proteínas adaptadoras (Kanai, Y et al 2004).  

Em trabalhos realizados no grupo, vimos que hnRNP Q interage in vitro (dados não 

mostrados) com FEZ1 e ambas estão na mesma fração celular (Lanza, D.F. et al 2008, submetido). 

FEZ1 é uma proteína humana que interage diretamente com α- e β-tubulina, constituintes do 

microtúbulo, assim como as kinesinas. Além disso, FEZ1 também interage com Clasp, que é uma 

proteína presente na ponta dos microtúbulos (Assman, E. Et al 2006, Lanza, D.F. et al 2008, 

submetido). Assim, acreditamos que tanto IMP2, quanto hnRNPQ transitam pelo citoplasma, 

associando-se diretamente ou indiretamente à proteínas do citoesqueleto.   

Um outro importante aspecto que podemos especular diante dos nossos resultados e das 

informações contidas na literatura é a influência de modificações pós-traducionais nas proteínas 

AUF1, IMP2 e hnRNPQ. Podemos citar, como exemplos, a metilação e a fosforilação de hnRNPQ. 

Nossos resultados mostram que a metilação é uma modificação chave para a localização celular de 

hnRNPQ (Passos, D.O. et al 2006. Artigo II, p.19). Interessante notar que essa modificação assume 

uma função quase que de “edição” ou marcação na proteína em questão uma vez que ela não é 

reversível, como acontece com a fosforilaçõa em geral. Nossos resultados também mostram que o 

domínio N-terminal (AcD) de hnRNPQ é passível de fosforilação (in vitro) por PKC e que essa 

fosforilação perturba fortemente a interação entre o domínio AcD de hnRNPQ e a proteína Apobec1 

(Quaresma,A.J.C. et al 2006. Artigo III, p.20). Além disso conseguimos mostrar que hnRNPQ não 

somente interage, como também  é fosforilada in vitro pela proteína PKCδ. Ensaios in vivo 

demonstraram que a ativação da via das PKCs, via tratamento com PMA, mostrou-se relevante para 

a localização celular de hnRNPQ (Quaresma,AJC. et al 2008, manuscrito, p.21).  
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Há ainda a relação entre hnRNPQ e algumas estruturas citoplasmáticas, organizadas em 

específicos focos, como é o caso dos grânulos de estresse (SG) e dos corpos de processamento 

(PBs). Por exemplo, com a proteína SMN, envolvida na atrofia espinho-muscular (do inglês: Spinal 

muscular atrophy – SMA) (Mourelatos, Z et al 2001), que co-localiza com os SGs ( Hua, J. and Zhou, 

J. 2004). 

Para isso, investigamos a interação entre hnRNPQ e BiP, que é membro da família das 

HSP70, específica de retículo endoplasmático (ER)(Kida et al 2005). Sabe-se ainda que HSP70 

apresenta papel fundamental na formação dos SGs e co-localiza com TIA1 (Gilks, N. et al 2004). 

Após diversos tratamentos, vimos que hnRNPQ, não somente co-localiza com HSP70, mas também 

com as outras proteínas específicas desses focos citoplasmáticos. Nesse caso, vimos que hnRNPQ 

pode ser co-imunoprecipitada tanto com TIA1 (proteína específica de SGs) quanto com GW182 

(proteína específica dos PBs). Após alguns ensaios de co-imunolocalização, feito em células Hela, 

vimos que hnRNPQ co-localiza com HSP70, assim como com TIA1 e GW182. Entretanto essas co-

localizações dependem do estímulo dado às células. 

Estudos recentes de interactoma conseguiram identificar outras proteínas como possíveis 

parceiras de hnRNPQ (Ewing RM et al 2007). Dentre elas temos a proteína ZNF9, que apresenta 9 

domínios do tipo zinc-finger e está relacionada a uma distrofia miotônica do tipo 2 (MIM2)(Botta,A. et 

al 2006), a kinase STK24/MST3, que é membro da subfamília das GCK quinases e participa da via 

das MAP quinases (MAPK) (Zhou,T.H et al 2005), bem como a proteína PUF60 que apresenta 

importante papel no splicing de determinados mRNAs e participa do complexo de spliceossomo 

(Page-McCaw, P.S et al 1999) (Figura 4).  
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8. Conclusões 

 

Artigo I 

O nosso ensaio de duplo híbrido em levedura, utilizando a isoforma AUF1p37, mostrou que 

AUFp37 interage não somente com ela mesma mas com a outra isoforma AUF1p40. Além 

disso, proteínas que apresentam domínios de ligação a RNA também foram “pescadas”, 

como é o caso das proteínas IMP2, NSEP1 e hnRNPQ/NSAP1. 

 

Todas as proteínas identificadas no ensaio de duplo híbrido em levedura (Y2HS), como 

potenciais parceiras de AUF1, também foram capazes de interagir in vitro. 

 

O mapeamento das interações entre as proteínas e AUF1p37 mostrou que há 

especificidade nas interações. Além disso, ficou claro que os domínios das proteínas 

cooperam entre si a fim de promover a interação do tipo proteína-proteína. 

 

Todas as proteínas pescadas no ensaio de 2THS, bem como AUF1p37, foram capazes de 

interagir com uma sonda de RNA (com 38-mers) rica em AU. 
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Artigo II 

Outro ensaio de duplo híbrido em levedura, utilizando a proteína humana arginina 

metiltransferase (PRMT1), como isca, mostrou que PRMT1 também interage com 

hnRNPQ/NSAP1. 

 

Ensaios de metilação in vitro demonstraram que NSAP1 é metilada por PRMT1 na região 

rica em aminoácidos arginina e glicina (RGGbox), situado na região C-terminal.  

 

Imunoprecipitações, realizadas com extrato de célula Hela, sugerem fortemente que as 

isoformas hnRNPQ2 e Q3 são substratos de arginina metiltransferases. 

 

Ensaios de localização celular, realizados com célula Hela, demonstram que a inibição da 

metilação pode regular a localização celular da proteína humana hnRNPQ/NSAP1. 
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Artigo III 

 

hnRNPQ e ACF apresentam grande similaridade seqüencial e provavelmente estrutural, 

entretanto a região que compreende o domínio ácido (AcD) está presente apenas em 

hnRNPQ. 

 

Apesar de apresentar cerca de 30% de identidade, o domínio AcD pode ser modelado, 

utilizando a proteína Barstar como molde. Além disso os modelos gerados apresentaram 

considerável qualidade de estrutura quando validados pelos programas: PROCHECK,  

Verify_3D, dentre outros. 

 

Ensaios de espectrometria de massa confirmaram que o domínio AcD de hnRNPQ 

apresenta duas serinas (S44 e S75), que podem ser fosforiladas in vitro por PKC. 

 

Ensaios de interação in vitro demonstraram que o domínio AcD é suficiente para interagir 

com Apobec1. 

 

A fosforilação do domínio AcD inibe sua interação com proteína Apobec1. 

 

Através de técnicas experimentais, como: dicroísmo circular e fluorescência e teóricas, 

como: dinâmica molecular, podemos sugerir que a fosforilação causa considerável 

alteração na estrutura secundária e terciária do domínio AcD. 
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Artigo IV 

 

Ensaios de fosforilação in vitro mostraram que hnRNPQ/NSAP1 é especificamente 

fosforilada por PKCδ. 

O Western Blot anti-hnRNPQ do imunoprecipitado de PKCδ mostra que essas proteínas 

interagem entre si in vivo. 

Ensaios imunofluorescência em células Hela mostraram que a localização da proteína 

hnRNPQ/NSAP1 endógena é predominantemente nuclear e que essa localização não é 

dependente da tradução. Entretanto, essa localização sofre grande alteração, quando 

ocorre ativação da via das PKCs, via tratamento com PMA. 

Ensaios de co-imunofluorescência, em células Hela, sugerem que hnRNPQ/NSAP1 co-

localiza com a HSP70 de retículo endoplasmático (ER) – BiP - em específicos grânulos 

citoplasmáticos, após o tratamento com PMA. 

Ensaios de interação in vitro demonstraram que o domínio hnRNPQ/NSAP1 interage com o 

domínio de ligação ao substrato de HSP70, bem como com a proteína inteira. 

Ensaios imunofluorescência com células Hela demonstram que a localização celular de 

hnRNPQ/NSAP1 sofre significativa alteração após indução de estresse de ER, via 

tratamento com tapsgargina. 

Ensaios de co-imunofluorescência com células Hela demonstram que hnRNPQ/NSAP1 co-

localiza com HSP70 após indução de estresse de ER e térmico. 

O Western Blot anti-hnRNPQ do imunoprecipitado de GW182 (proteína específica de P-

bodies) e TIA1 ( proteína específica de grânulos de estresse) mostra que essas proteínas 

interagem entre si in vivo. 
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