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Papel das Proteinas Staufen (Stau)

Resumo

As proteinas Staufen (Stau) sdo RNA-binding proteins que desempenham um papel importante
no transporte de mMRNA, na regulacao da sintese proteica, no decay e estabilidade dos mRNAs. Em
mamiferos esta proteina é expressa durante a oogénese e a espermatogénese. Uma vez que se tratam
de double-stranded RNA binding proteins (dsRBP), associadas a polissomas, apresentam Varios
dominios que possuem diferentes fun¢des na localizacéo e tradugdo do mRNA [1,2,9]. Existem duas
isoformas de proteinas staufen sendo elas a Staufen 1 (Staul) e a Staufen 2 (Stau2), a Staul foi
identificada como necessaria para a manutencdo de dendritic spines maduras e para a atividade
singptica. A Stau2 é necesséria na localizacdo de RNA dendritico e na plasticidade sinaptica em

neurénios de mamiferos [2].

O gene da staufen de mamiferos e de Drosophila codifica uma proteina que contém varios
dominios de ligacdo conservados, sendo que a sua expressdo em mamiferos ocorre no hipocampo
[1,3]. A staufen de mamiferos forma granulos que séo transportados para a dendrite distal durante a
maturacao neuronal. Estes granulos co-localizam com particulas ribonucleares que transportam mRNA

para as dendrites estes se movem ao longo dos microtibulos [11,12,13].
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Introducéao
Todos os organismos mantém a homeostase através de uma dinamica regulacao da expressao
dos seus genes. A regulacdo dos genes codificantes de proteinas ocorre durante a sintese ou decay

dos seus RNAs mensageiros (mMRNA) [7].

A proteina staufen pertence a familia das double-stranded RNA binding proteins (dsRBP) que
possuem varios dominios de ligacdo ao RNA. Este dominio foi encontrado em diversas proteinas
incluindo nucleases, helicases, cinases, entre outras, que estdo implicadas em Varios processos
biolégicos como as proteinas Staufen [1]. As RNA-binding proteins sdo proteinas que participam na
formacdo de complexos de ribonucleoproteinas. Estas proteinas contém varios dominios estruturais,
tais como o dominio de reconhecimento de RNA, dominios de ligagdo de dsRNA, mencionado acima,
zinc fingers, entre outros. Sao proteinas citoplasmaticas e nucleares, no entanto, uma vez que a
maioria dos RNAs maduros sai do nlcleo com relativa rapidez, sendo este o local onde se realiza a
traducdo, a maioria das RBPs que aqui se encontram existem sob a forma de complexos de proteinas

e pré-mRNA, designados por particulas de ribonucleoproteinas heterogéneas [1-3,7,8,10].

Mais especificamente, os double stranded RNA-binding domains estdo maioritariamente
envolvidos na regulagéo pés-traducional dos genes, por exemplo através da prevencdo da expressao
de proteinas ou mediando a localizacdo de RNAs. Este dominio é também encontrado em RNA editing

proteins (modificacBes discretas em sequéncias especificas de nucledétidos) [7,13].

As proteinas Staufen estdo envolvidas na tradugéo localizada de mRNAs especificos e formam
complexos que incluem proteinas envolvidas na tradug&o. Estdo também presentes proteinas motoras
que permitem o seu movimento dentro da célula, mas o mecanismo subjacente a repressdo da

traducdo nestes complexos ainda ndo é bem compreendido.

Em mamifero foram caracterizadas duas isoformas desta proteina, Staufen 1 (Staul) e Staufen
2 (Stau2). A Staul encontra-se localizada no reticulo endoplasmatico (ainda suscita algumas davidas),
polissomas e forma grandes complexos ribonucleoproteicos designados por granulos de RNA. Estes
granulos foram originalmente identificados como estruturas macromoleculares em neurénios, que se
movimentam ao longo dos microtubulos das dendrites, ligando-se através da tubulina, uma vez que

esta é uma proteina constituinte dos microtdbulos [5,6,11,14].

Os complexos Staul possuem uma localizacdo dendritica em células do hipocampo de rato,
co-localizam-se com o citoesqueleto e estdo envolvidos no transporte de proteinas relacionadas com
a cinesina e a dineina. Isto sugere que a Staul, em mamiferos, tem um papel importante no transporte
e traducdo localizada de mRNA. Para além destes granulos esta proteina esta também associada ao

decay do RNA, regulacéo da traducéo, infe¢des virais, entre outros, Figura 1 [12].
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A Stau2 encontra-se em grandes quantidades no cérebro e é importante para a morfogénese
da estrutura dendritica, que representa sinapses excitatorias. E vista como um dos melhores
marcadores para acompanhar o transporte de RBPs devido ao seu rapido movimento bidirecional ao
longo dos microtibulos dendriticos. Esta proteina modula a expressdo, mais concretamente a

estabilizagéo, de um subconjunto de RNA que codifica para proteinas sinapticas [4].

De uma forma geral, os estudos efetuados mostraram que a Staufen apresenta um papel
importante em varios processos bioldégicos como o transporte de RNA, a sua estabilizacdo, traducéo

e ancoragem (pouco caracterizada), como iremos falar mais a frente neste trabalho [1-5].

Translational
regulation

RNA decay

Molecular motors
&RNA localization

Neuronal RNA
granules
(FMRP, TDP-43,
Huntingtin)

Neurological diseases

Figura 1 - Rede de interag6es fisicas e funcionais da proteina Staufen. A Staufen interage com uma variedade de moléculas e

estruturas celulares [12].

O homoélogo da Staufen em mamiferos, uma proteina envolvida na localizacdo dos mRNAs
durante a oogénese e no desenvolvimento do sistema nervoso central inicial em Drosophila foi
identificado no inicio deste milénio. O gene da proteina Staufen de mamiferos codifica uma proteina que
contém varios double-stranded mRNA binding domains conservados e é expressa nos neurénios do

hipocampo. Os dominios conservados sdo: dsRBD2, dsRBD3, dsRBD4 E dsRBD5, Figura 2 [6].
Drosophila dsRBD1 dsRBD2 dsRBD3 dsRBD4 dsRBD5
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Figura 2: Estrutura dos homélogos da proteina Staufen em Drosophila e mamiferos (humano e rato). O gene da Drosophila

—a{ — jeees—

contém dois dominios curtos (caixas pretas) e trés dominios longos (caixas brancas) que se ligam ao double-stranded RNA
(dsRBD). O de mamifero contém dois dominios curtos (caixas pretas) e dois dominios longos (caixas brancas) para além de

possuir um dominio de ligagdo a tubulina (TBD - caixa cinzenta) [6].
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Staufen na Estabilizacdo de mRNA
A estabilizacdo do mRNA ocorre downstream dos
neurdnios deficientes em Stau2, salientando a importancia da

Stau2 na regulacdo da traducdo (e da transcricdo -

comprovado anteriormente [9]) enquanto que para a Staul foi

Wild type

o | Stau2 knockdown previamente demonstrado que aquando da sua interacdo com
au '
c D\ ' ~ . . .
2 —Lepr 1 _—Regom 0 RNA néo codificante longo, possui um papel importante ao
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Bl w4k | . . . L
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s Stau2 ) . ~ .
g —Cw 8. . | O seu papel na estabilizacdo do mRNA. Desta forma é
= mRNA eg. Hap1 ! , ) ) ,
% .. ™ ~—— —— | possivel inferir que as proteinas Staufen agem enquanto
o T : o — Q , . .

! reguladores pos-traducionais [4,9].

Figura 3: Estabilizacdo da expressao do mRNA na sinalizacéo sinaptica. A estabilizacéo da expressdo de um componente da
sinalizagdo sinaptica, o regulator of G protein signalling 4 (Rgs4) regula o mRNA via 3'UTR. Este estudo permite definir o

impacto da Stau2 nos mRNAs em neurénios, revelando um papel na estabilizagdo ao nivel dos alvos sinpticos [4].

A desregulacdo de Rgs4 (Regulator of G protein signaling 4) seguida do knockdown da Stau2
podem conduzir a uma desregulacao neuronal sinaptica, podendo esta desregulacédo estar ligada a
distarbios neuropsiquiatricos. Pode assim inferir-se que em neurénios, a Stau2, enquanto RBP,
desempenha um papel importante na localizacdo do mRNA, estabilidade e traducéo, sendo possivel
estabelecer uma correlagdo entre estabilizacdo dos alvos de RNA sinapticos [4]. Um dos mecanismos

de estabilizacdo de mMRNA regulado pelas Staufen é o processo de degradacdo de mRNA [10].

e Staufen-mediated RNA decay

O SMD (Staufen-mediated RNA decay) é um processo de degradagdo downstream de mRNA
em células de mamifero que é mediado pela ligagdo das Staufen (SBS - Staufen-binding site) a regiao
3’-UTR dos mRNA alvos, sendo este processo regulado pelo UPF1 (Up-frameshift 1, que funciona como
helicase) [5,7].

O NMD (Nonsense-Mediated mRNA decay), ao contrario do anterior € um processo de
degradacgédo upstream de mRNA. Este é ativado por um complexo EJC (exon-junction complex), do qual
fazem parte os fatores UPF1 e UPF2 [5,7].

As Staufen interagem diretamente com o UPF1 através do seu recrutamento pela ligacdo ao
dominio SBS destas proteinas, o que promove uma alteracdo conformacional do UPF1 devido a sua
fosforilagdo e consequente ativacdo deste fator. A atividade helicase do UPF1 promove assim a
degradacgdo de mRNA [5,7].

As Staufen (via SMD), competem com o UPF2 (via NMD) pela ligacdo ao UPF1, dado que este

se encontra presente em ambas as vias [5,7].
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Ao contrario do que ocorre na via SMD (promocao da funcao helicase do UPF1 através da sua
fosforilagéo), o UPF2 promove a atividade ATPase do UPF1. Desta forma, é possivel inferir que o SMD

e 0 NMD séo duas vias competitivas durante o processo de degradacao de mRNA [9].

UPF1
Binding to EJC-associated UPFZ/ \Binding to SBS-associated STAU

Dynamic balance
of
Myogenesis
Adipogenesis
Cell motility

Figura 4: Modelo que mostra a competi¢cdo entre SMD e NMD. SMD e NMD competem entre eles porque a Staufen, que

funciona no SMD, compete com o UPF2, que tem fun¢gbes no NMD, pela ligagdo ao UPF1, que funciona nas duas vias [7].

Staufen na Traducdao, Localizacdo e Transporte

Os sinais que permitem o reconhecimento dos mRNAs enquanto alvos para transporte e
consequente localizagao ocorrem em regides 3’ ndo-traduzidas (UTRs), foi também demonstrado que a
localizacdo dos mRNAs ocorre através de um mecanismo de transporte ativo, que possui multiplas

etapas e que é dependente de elementos do citoesqueleto [5, 10].

A Staufen liga o dsRNA e a tubulina através de ligaces a dominios especificos. Desta forma,
foi possivel comprovar que a Staufen se encontra presente no citoplasma e associada ao reticulo
endoplasmatico Rugoso (RER), na qual se encontra ancorada, inferindo que esta proteina possui um
papel importante no targeting do RNA no seu local de tradugédo, bem como o seu transporte ao longo
dos microtubulos [8,10].

Os componentes principais para o mecanismo de traducéo incluem ribossomas, tRNAs, fatores
de iniciagdo e elongacdo, o reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, que estdo implicados em

modificagBes pos-traducionais encontradas em dendrites [5].

Para traducéo local nas dendrites, 0o mMRNA tém de estar localizado primeiramente nestas. O
MRNA nas dendrites foi pela primeira vez identificado no cérebro de um rato em desenvolvimento, no

gual a proteina MAP2 (Microtubule-Associated Protein 2) foi visualizada utilizando hibridacao in situ [5].

Existem diversos tipos de mMRNAs que séo distribuidos para as dendrites nos neurénios. Alguns
dos quais, por exemplo mMRNAs de MAP2 e da proteina cinase dependente de calcio/calmodulina

(CAMKIIa) foram encontrados em dendrites que dependem do elemento de targeting dendritico
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especifico (DTE - dendritic targeting element) que se encontra na regido UTR. Estes mRNAs estao
presentes nos granulos de RNA e mecanismos de transporte de RNA dendritico [3-5,10].

Nos neurénios, a Staul e Stau2 estdo localizadas no compartimento somatodendritico (regido
do neurdnio que possui o corpo celular - célula soma - e a dendrite, mas hdo possui o0 axénio) estando
associadas aos granulos de RNA, como referido anteriormente [8]. No entanto, a Staul e Stau2 ndo se
co-localizam entre si em dendrites na regido distal, sugerindo assim que cada uma destas proteinas se

localiza em granulos de RNA distintos [5].

A localizacdo dos mRNAs nas sinapses foi proposta como um mecanismo de estabilidade para
a memoria singptica e manutencdo da plasticidade sinptica. O targeting dos mRNAs especificos nas
sinapses podem criar dominios pos-sinapticos ao longo da traducéo local destes mRNAs. A andlise
ultraestrutural das regifes pos-sinapticas demonstram que as Staufen estdo associadas a estruturas
tubulares que se assemelham ao ER e sao ricas em regifes nas quais estao presentes microtlbulos.
Quando comparadas com a distribui¢cdo de particulas que contém mRNA, as Staufen s&o regularmente
co-localizadas com estas particulas ribonucleares (RNPs), no entanto, nem todas as RNPs possuem

Staufen. As Staufen ndo co-localizam com ribossomas [6].

No neurdnio em desenvolvimento, as Staufen podem ser responsaveis pela formacdo de RNPs
grandes que transportam mRNAs especificos ao longo dos microtibulos até as dendrites. Este
transporte podera contribuir para a morfogénese da dendrite ao fornecer mRNAs para a regido de
sintese proteica. Nos neurénios completamente diferenciados, as Staufen continuam a sua funcéo de
transporte de mRNAs especificos para a sinapse de forma a produzir um microambiente sinaptico

através da zona de sintese proteica [6].

(3] Synaptic development and plasticity

Key: (5? Staufen proteins Microtubules ‘ RNP components

A Motor proteins <6\I mRNAs

Figura 5: Representacdo da localizagdo somatodendritica das proteinas Staufen (representado a laranja) num neurénio
maduro. A proteina forma RNPs com mRNAs e outras proteinas que permitem o trafego bidirecional nas dendrites ao longo
dos microtibulos. As proteinas Stau estdo envolvidas na formagdo da memoaria e na plasticidade, possuindo também um papel

importante no transporte e na traducao dependente da atividade dos mRNAs localizados [10].
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e Staufen 2 (Stau?)

Apesar da Staufen ser predominantemente localizada no citoplasma, foi recentemente descoberto

gue a Stau2 pode realizar o transporte entre 0 ndcleo e o citoplasma. A importacdo nuclear da Stau2
depende da regido entre os double-stranded RNA Binding Domain dsRBD3 e dsRBD4 [5-8].

Existem duas vias para a exportacdo nuclear da Stau2, uma via dependente de exportina-5 (Exp-5)
e outra dependente de CRM1/exportina-1 (proteina de exportacdo maioritaria nos mamiferos). Exp-5 é
um membro da familia das B importinas, que reconhece mini-hélice contendo RNA numa ligacdo de
GTP dependente de RanGTPase (RanGTP) e exporta-as para o nucleo. O fator de elongacgéo
eucaridtico 1A interage com a Exp-5, dependendo do tRNA, e é exportado do nucleo pelo Exp-5. A
exportacao nuclear dependente de Exp-5 é uma via comum para todas as isoformas de Stau2. A Stau2
interage com Exp-5 através da dsRBD3 e dependente de RanGTP. Foi também comprovado que a
Stau259 (isoforma da Stau2) [Anexo Figura 1] é também exportada pela via dependente de CRM1
existindo reconhecimento do sinal de exporta¢ao nuclear (NES - que é frequentemente composto por
aminoacidos hidréfobos, tais como leucina e isoleucina) por parte da CRM1 no N-terminal da Stau259
através de splicing alternativo. As proteinas exportadas do nudcleo pela CRM1 possuem um sinal de
exportacdo nuclear. Quando fora do nucleo, a Stau?2 liga-se aos granulos de RNA que se deslocam ao

longo dos microtubulos [5].

Figura 6: Modelo da exportagdo nuclear de RNA no qual a Stau2 atua como adaptador da exportacdo — Na via dependente de
Exp-5, a mini-hélice contendo RNA que permite a “ponte” entre Stau2 e Exp-5 é exportada. Na via dependente de CRM1, o
RNA pode ligar-se a Stau2 mas nédo a Exp-5. Apos exportacao, Exp-5 ou CRML1 dissocia, como resultado da hidrélise de GTP

pelo Ran, e o complexo Stau2-RNA entra no granulo de RNA para transporte dendritico [5].

e Staufen 1 (Staul)

A Staul, predominantemente localizada no citoplasma, foi recentemente descoberta no nicleo

0 que sugere a possibilidade da Staul ser capaz de efetuar transporte entre o nucleo e o citoplasma.
Apesar do mecanismo ainda nao ter sido investigado em pormenor, foi provado que o RBD2 da Stau-1

interage com a Exp-5 [5].
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Conclusao

A investigacdo desenvolvida até agora conseguiu encontrar algumas das func¢des da proteina
Staufen, estando estas ligadas a sua capacidade de estabilizar os mRNA, participa na traducao,
localizacao, transporte e degradacdo (através de duas vias) de mRNA. Os mRNA alvo desta proteina
codificam diversos fatores necessarios para a maturagdo neuronal e para a plasticidade sinaptica, por
exemplo. Por isso, como ja foi descrito ao longo do trabalho, esta proteina participa em processos

biolégicos importantes para a homeostasia das células e por sua vez do organismo.

Sabe-se também que esta proteina possui duas isoformas e que estas duas possuem diversas
variantes. E conhecido que a Staufen é um dos componentes dos granulos de RNA e por isso possui
um papel importante no transporte de RNA dendritico em neurdnios. Uma vez, que estd associada a
plasticidade sinaptica e a mecanismos ligados ao desenvolvimento dos neurdnios, um maior
conhecimento desta proteina poderia também ajudar na percec¢do do normal funcionamento do cérebro

assim como em estados de patologia, possivelmente.

Em suma, é necessario fazer um estudo mais aprofundado e abrangente a proteina Staufen uma
vez que muitos dos mecanismos aos quais se encontra associada ndo estdo ou estdo pouco
caracterizados. Desta forma, este seria um bom tema de estudo para se ter um conhecimento mais real

das fungbes e mecanismos aos quais esta associada.
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Anexos
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Anexo Figura 1: Diagrama das isoformas de Staul e Stau2. Os numeros escritos acima da linha dizem respeito a massa
aproximada de cada isoforma (kDa), as caixas representam dominios funcionais e/ou estruturais. O numero 1 corresponde ao
N-terminal, RBD - dsRNA binding domain (0os que estdo a negrito possuem a capacidade de se ligar a dsRNA), TBD - tubulin-
bindind domain (em que o TDB em Stau2 é aproximadamente 18% igual ao de Staul), SSM - staufen-swapping motif, aa —
aminoacidos [7].
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Anexo Figura 2: Diversidade de estruturas reconhecidas pela Staufen [10].
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