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Resumo 
 

Membros da família das Neks são cruciais para o início da mitose em eucariotos. Têm 

sido funcionalmente atribuídas a todas as 11 Neks humanas uma das três principais 

funções estabelecidas para esta família em mamíferos: (1) centríolos / divisão celular; (2) 

funções no cílio primário / ciliopatias; e (3) resposta à danos no DNA (DDR). No artigo 

de revisão (artigo I), relatamos uma análise detalhada atual sobre cada uma das 11 Neks. 

A hipótese é que as Neks possam conectar elementos reguladores que permitem o 

refinamento e a sincronização de eventos celulares. Dentre os membros desta família, 

Nek5 é a cinase mais negligenciada. Ensaios de duplo híbrido em leveduras (Y2H) foram 

realizados para identificar e caracterizar parceiros de interação Nek5; e proteínas 

mitocondriais foram observadas (artigo II). Ensaios de apoptose mostraram efeitos 

protetores na morte celular após tratamento com tapsigargina (2 �M) de células 

HEK293T que superexpressam a hNek5, bem como a diminuição na formação de 

Espécies Reativas de Oxigênio após 4 horas de tratamento. A atividade da cadeia 

respiratória mitocondrial estava diminuída após superexpressão de hNek5, especialmente 

nas etapas de transferência de elétrons do TMPD para o citocromo c e no complexo II. O 

Y2H permitiu também a identificação da poliglutamilase de proteínas TTLL4 como um 

parceiro de Nek5 (artigo III). Células silenciadas para a Nek5, assim como células que 

expressam a versão "kinase dead" de Nek5, apresentaram por western blot e ensaio in 

vitro de atividade poliglutamilação um aumento na poliglutamilação de proteínas após 

transfecção com TTLL4. Em conclusão, nossos dados sugerem pela primeira vez a  

localização mitocondrial e a participação de Nek5 na morte celular e no processo 

poliglutamilação diminuindo a atividade de TTLL4 através de sua fosforilação inibitória. 
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Abstract 
 

Members of the Nek Family are crucial for the initiation of mitosis eukaryotes. 

All 11 human Neks have been functionally assigned to one of the three core functions 

established for this family in mammals: (1) centrioles/mitosis; (2) primary ciliary 

function/ciliopathies; and (3) DNA damage response (DDR). In the core section of the 

review (article I), we report the current detailed functional knowledge on each of the 11 

Neks. We raise the hypothesis that Neks may be the connecting regulatory elements 

that allow the cell to fine tune and synchronize cellular events. Nek5 is the most 

neglected among members of the Nek kinases family. A yeast two-hybrid (Y2H) screen 

was performed to identify and characterize Nek5 interaction partners and mitochondrial 

proteins were retrieved (article 2). Apoptosis assay showed protective effects of hNek5 

over-expression from Hek293-T’s cell death after thapsigargin treatment (2 µM) as well 

as an increase in ROS formation after 4 hours of treatment. Mitochondrial respiratory 

chain activity was found decreased upon hNek5 over-expression especially at the 

electrons transfer steps from TMPD to cytochrome c and at the complex II. The yeast 

two-hybrid allowed also the identification o TTLL4 as a Nek5 partner (article 3). Nek5 

silenced cells as well as cells expressing a “kinase dead” version of Nek5, displayed an 

increase in polyglutamylation of proteins after TTLL4 transfection by western blot and in 

vitro polyglutamylation activity assay. In conclusion, our data suggest for the first time 

mitochondrial localization and functions for Nek5 and its participation in cell death and 

cell respiration regulation. This work also showed the function of Nek5 in the 

polyglutamylation process decreasing the role of TTLL4 through inhibitory 

phosphorylation by Nek5. 
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As Proteínas cinases e a Proteína NIMA de Aspergillus nidulans 

Proteína-cinases (PKs) estão entre as maiores famílias de genes em eucariotos e 

representam entre 1,5 a 2,5 % dos genes (Manning et al., 2002). Elas medeiam a maioria 

dos eventos de transdução de sinal em células eucarióticas, seja pela alteração da 

atividade ou localização do substrato, interação com outras proteínas ou pelo controle de 

inúmeros processos celulares incluindo metabolismo, transcrição, progressão do ciclo 

celular, rearranjo do citoesqueleto, movimento celular, apoptose e diferenciação 

(Manning et al., 2002). PKs que atuam na regulação do ciclo celular, principalmente nos 

checkpoints, têm sido consideradas promissoras como alvos terapêuticos, principalmente 

para o câncer. Os principais checkpoints foram identificados no final da fase G1 (ponto 

de restrição), na passagem de G2 para mitose e dentro da própria mitose (na metáfase). 

As PKs que atuam nestes checkpoints incluem as CDKs (cyclin dependent kinases), 

cinase Aurora, cinases tipo- Polo, ATR/ATM  e as NEKs (para revisão Malumbres e 

Barbacid, 2007; Lapenna e Giordano, 2009). Perdas ou falhas nestes pontos de controle 

vêm sendo associadas com o desenvolvimento de células neoplásicas, uma vez que essas 

não obedecem mais o ritmo de divisão celular e apresentam um acúmulo de erros no 

DNA (para revisão Malumbres e Barbacid, 2007). 

Entre as diversas famílias de PKs descritas, os membros da família relacionados à 

NIMA (never in mitosis, gene A) são os menos estudados e caracterizados 

funcionalmente. A proteína NIMA, foi identificada por Ron Morris (1975), no fungo 

Aspergillus nidulans, em um screening genético de mutantes sensíveis a temperatura que 

falharam na progressão do ciclo celular. Foram identificados mutantes que bloquearam as 

células em mitose (bim: blocked in mitosis) ou na intérfase, nunca entrando em mitose 

(nim: never in mitosis). NimA foi a primeira proteína identificada e consiste de uma 

proteína serina/treonina cinase crítica para a progressão do ciclo celular, sendo necessária 

no início da mitose (Bergen et al., 1984). Mutantes de NIMA sensíveis à temperatura ou 

a superexpressão de formas dominante-negativas de NIMA causam interrupção do ciclo 

celular na fase G2, detectando-se DNA não-condensado e microtúbulos na forma 

encontrada em intérfase (Osmani et al., 1991). Além disso, a superexpressão de NIMA 

em fungos e em células de mamíferos resultou no desencadeamento precoce de eventos 

relacionados à mitose, incluindo a condensação da cromatina e a despolimerização dos 
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microtúbulos (Lu & Hunter, 1995). De Souza et al demonstraram em 2000 que a 

condensação de cromatina observada após a superexpressão de NimA ocorre via 

fosforilação da histona H3. A habilidade de NIMA em regular a mitose em eucariotos 

superiores sugere a existência de vias de sinalização envolvendo proteínas homólogas à 

NIMA, conservadas durante a evolução. 

 

NimA related kinases - Neks 

Os grupos de Pawson e Nigg foram os primeiros a identificar em mamíferos, 

proteínas similares a NIMA, denominaram-nas Nek (NIMA related kinases) (Letwin et 

al., 1992; Schultz & Nigg, 1993). Através de sequenciamento genômico foram 

identificados 11 genes que codificam para diferentes proteínas da família das Neks 

(Manning et al., 2002; Forrest et al., 2003). As Neks formam uma família altamente 

conservada de proteínas cinases envolvidas na regulação do ciclo celular. As Neks de 

mamíferos podem estar localizadas nos cílios, centrossomos, núcleo, citoplasma ou 

mitocôndrias e podem, dentre outras funções, afetar a progressão do ciclo, além de 

funções ciliares (Quarmby & Mahjoub, 2005). Em mamíferos, as proteínas cinases 

estruturalmente homólogas à NIMA apresentam em torno de 40 - 45% de homologia com 

NIMA em seu domínio catalítico. A extremidade carboxi-terminal (C-terminal) constitui 

o domínio regulatório e apresenta maior variabilidade, estando envolvida na 

determinação da especificidade por substratos e na interação com outras proteínas 

(Surpili et al., 2003; O'Connel et al., 2003; O’Regan et al., 2007; Moniz et al., 2011; Fry 

et al., 2012).  Esta diversidade na região C-terminal pode ser fundamental para as funções 

distintas de cada membro da família. 

Dentre as proteínas da família das Neks, Nek2 é até o momento a melhor 

caracterizada. As proteínas Nek2 apresentam maior homologia a NIMA, 

aproximadamente 47% (Fry, 1999), embora células knockdown para Nek2 consigam 

entrar em mitose (Fletcher et al., 2005). A estrutura dessa proteína apresenta um domínio 

coiled coil logo após o domínio catalítico e esse domínio é um sítio de dimerização que 

facilita a autofosforilação (Fry, 1999). Ainda está presente um sítio para ligação da 

proteína PP1, sendo que uma vez ocupado ocorre defosforilação da Nek2 e sua 

conseqüente inibição (Rellos et al., 2007). Em vertebrados Nek2 regula a separação dos 
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centrossomos durante a fase G2/M do ciclo celular, sendo de fundamental importância 

para a formação do fuso mitótico e adequada separação dos cromossomos (Quarmby & 

Mahjoub, 2005; Fry et al., 1999; Hames & Fry, 2002). Nek2 também pode desempenhar 

um papel adicional nos pontos de controle (checkpoints), que são momentos do ciclo 

celular nos quais uma maquinaria de proteínas confere se o ciclo está se desenvolvendo 

corretamente e a partir dessa verificação a célula recebe sinais de que deve continuar o 

processo ou que deve parar e ativar a cascata sinalizadora de apoptose. Defeitos nos 

componentes dessas maquinarias podem acarretar no desenvolvimento de doenças, como 

cânceresdevio ao acúmulo de erros e mutações. 

Nek8 e Nek1 são produtos de genes relativos a patologias, como a doença 

policística do rim (PKD, Polycystic Kidney Disease). Suas funções celulares envolvem, 

possivelmente, uma via de sinalização relacionada aos cílios e ao ciclo celular (Quarmby 

& Mahjoub, 2005). Nek8 é superexpressa em tumores mamários humanos (Bowers & 

Boylan, 2004), assim como Nek3 (Miller et al., 2005). A Nek3 humana parece apresentar 

um importante papel na sinalização do receptor de prolactina, especificamente em uma 

via que contribui para a progressão e motilidade do câncer de mama (Miller et al., 2005). 

Adicionalmente, Chen e colaboradores (1999) indicam a participação da proteína Nek4 

murina na divisão celular meiótica. Aliado a esses estudos, Reininger e colaboradores 

(2005) demonstraram que Nek4 é necessária para a conclusão do ciclo sexual do 

Plasmodium, parasita da malária. 

As proteínas Nek6 e Nek7 são os membros menores e estruturalmente mais 

simples entre as Neks conhecidas. São constituídas quase que somente por seus domínios 

catalíticos que se localizam na região C-terminal e, ao contrário das demais Neks, 

apresentam uma curta extremidade N-terminal (O’Connel et al., 2003). Nek6 e Nek7 

compartilham 87% de identidade nos seus domínios catalíticos e, juntamente com a 

proteína F196H6.1 de Caenorhabditis elegans, têm sido descritas como representantes de 

uma subfamília altamente conservada de Neks (Kandli et al., 2000). A Nek6 endógena é 

ativada durante a mitose, concomitante com um aumento do seu nível de expressão 

(Belham et al., 2003), enquanto a Nek7, ao contrário, parece ser relativamente constante 

ao longo do ciclo celular (Kim et al., 2007). Além disso, foi descrito uma localização de 

Nek7 no centrossomo de células U2OS e HeLa tanto na intérfase quanto na mitose 
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(Yassachar et al., 2006; Kim et al., 2007), enquanto a Nek6 apresenta uma distribuição 

difusa, principalmente citoplasmática. Contudo, a superexpressão de mutantes 

cataliticamente inativos das Neks 6 e 7 produzem fenótipos similares, como células 

exibindo elevados índices mitóticos, defeitos no fuso mitótico, anormalidades nucleares e 

apoptose (Yin et al., 2003; Yassachar et al., 2006). Esses fenótipos são também 

observados a partir da depleção das Neks 6 e 7 em células HeLa, utilizando-se iRNA, 

ocorrendo a retenção das células na metáfase, condensação normal da cromatina e 

alinhamento dos cromossomos, mas incapacidade de completar a segregação dos 

mesmos. A atividade das Neks 6 e 7, portanto, parece ser necessária para a progressão da 

anáfase, onde as células são retidas no ponto de controle do fuso mitótico e entram em 

apoptose, ou completam a mitose, mas com a aquisição de anormalidades nucleares 

durante o processo (Yin et al., 2003; Yassachar et al., 2006; Kim et al., 2007). Além da 

semelhança estrutural, ao que tudo indica, as NEKs 6 e 7 participam de uma mesma 

cascata de sinalização na mitose, onde NEK6 parece ser ativada por outra NEK, a NEK9 

(Belham et al., 2003; Roig et al., 2002). 

A Nek9, por sua vez, é uma das maiores Neks e seu domínio catalítico é bastante 

conservado. O domínio regulatório C-terminal contem uma região homóloga à RCC1, um 

segmento rico em Ser/Thr/Pro, e um motivo coiled-coil de dimerização. A região similar 

a RCC1 seria um possível sítio de auto-inibição da Nek9. Roig e colaboradores (2002), 

realizaram microinjeção de anticorpos contra Nek9, também conhecida como Nercc1, em 

células de cultura, o que resultou em anormalidades no fuso mitótico e desalinhamento 

cromossomal. Sua expressão não é alterada durante o ciclo celular, mas a atividade 

aumenta na mitose. 

Além de Nek 1 e 8 que estão relacionadas à doença cística dos rins (Upadhya et 

al., 2000 e Liu et al., 2002), várias outras proteínas da família das Neks são produtos de 

genes relacionados a patologias. A expressão de muitos membros desta família estão 

associoadas ao câncer, Nek8 e Nek3 estão superexpressas em tumores mamários em 

humanos (Bowers & Boylan, 2004; Miller et al., 2005), e a superexpressão de Nek6 é 

identificada em carcinomas hepatocelulares (Chen et al., 2006). O  gene da Nek6 também 

está freqüentemente relacionado a câncer de mama, coloretal, pulmão e laringe, além de 

ser apontada como um marcador potencial de câncer gástrico (Capra et al., 2006). 
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Estudos indicam que Nek6 e Nek 1 estão relacionadas aos checkpoints de dano de DNA 

durante a intérfase. Nek6 é fosforilada em resposta a danos no DNA por exposição a raios 

UV, fazendo que as células fiquem presas na transição G2/M da intérfase, além de ter sua 

atividade totalmente abolida durante a mitose (Lee et al., 2008). Do mesmo modo, células 

deficientes em Nek1 são defeituosas nos checkpoints da transição G1/S e da fase M, não 

reparam DNA e apresentam quebra de cromatina e cromossomos defeituosos (Chen at 

al., 2008). Em geral, células que apresentam mutações nos genes de Nek1 e Nek6 falham 

ao reconhecer e reparar danos no DNA. Após indução de dano, há um aumento na 

expressão da NEK1 e uma migração desta do citoplasma para o núcleo, em regiões onde 

os danos ocorreram (Letwin et al., 1992; Polci et al., 2004). Ainda, células que não 

expressam NEK1 apresentam hipersensibilidade a efeitos letais da radiação ionizante. O 

mais recente membro descoberto dessa família, Nek11, foi implicado nas respostas a 

estresses genotóxicos e de replicação do DNA (Noguchi et al., 2002). A NEK7 é super-

expressa em câncer de laringe e, juntamente com a NEK6, em câncer de mama e colo-

retal (Capra et al., 2006).  

Além dessas super-expressões dos genes que codificam as NEKs humanas 

também já foi descoberto que eles são alvos de mutações em câncer (Greenman et al., 

2007). Isso sugere que mutações nelas podem conferir vantagens seletivas para 

sobrevivência e crescimento das células cancerígenas. Sendo assim, as NEKs não 

somente são objetos interessantes de estudos funcionais e estruturais, mas também ótimos 

candidatos para varreduras de identificação de novos inibidores que possam 

eventualmente ser utilizados em novas estratégias terapêuticas anti-câncer. 

A tabela 1 resume as principais funções atribuídas a Neks, assim como sua 

localização celular e tecidos em que elas já foram identificadas como expressão alterada 

(doenças relacionadas). 

 



8 
 

Tabela 1: Funções propostas para Neks de mamíferos. As funções biológicas, localização 
celular e tecidos expressos / doenças associadas dos membros da família das Neks. DDR: 
Resposta de Dano de DNA. MTOC: Centro organizador de microtúbulo. PKD: Síndrome do rim 
policístico.  

 Nek Função Biológica 
Localização 
celular 

Tecidos expressos / Doenças 
associadas 

Nek1 

Ciliogênese 1-5 Núcleo 7 
PKD1 e infertilidade em 
camundongos 5 

DDR 6-10 Mitocôndria 14 

Alta expressão em bexiga, 
estômago, intestino, colo, reto, 
rim e testículo 15 

Sinalização de apoptose 11 Citoplasma 7 Polidactilia 3 

Regulação do ciclo celular 12 

Regula estabilidade de centrossomos 13 

Nek2 

Separação dos centrossomos 34, 16-20 Centrossomos 34 
Aumento da expressão em duto 
biliar 36 

Ponto de checagem em mitose 21 MTOC 35 

Aumento da expressão em câncer 
de mama 37, 38 e  câncer ovariano 
39 

Sinalização de SAC e alinhamento e 
segregação dos cromossomos 22 Citoplasma 35 

Aumento da expressão em 
mieloma 40 

Transição G2/M do ciclo celular mitótico 
23- 25 Núcleo 34 Retinite pigmentosa 38 

Desenvolvimento embrionário 26, 27   
Expressão relacionada a 
neuroblastoma 41 

Segregação nuclear meiótica 29, 30   

Aumento da expressão em 
tumores de Ewing, linfomas de 
células B, colangiocarcinomas, 
adenocarcinomas de pulmão e 
seminomas testiculares 41 -46 

Segregação das cromátides irmãs em 
mitose 31-32   Neurofibroma plexiforme 47 
Regulamentação de microtúbulos do fuso 
para os cinetócoros 22, 33   

Câncer de fígado 119, cérvix 120 e 
ovário 39 

   
Tumor maligno da bainha do 
nervo periférico 47 

Nek3 

Acetilação de tubulinas 48 Citoplasma 56 Câncer de mama 15, 57 

Morfologia e polaridade dos neurônios 48 
Expressão reduzida em câncer de 
pulmão 15 

Endocitose49 
Alta expressão em testículo, 
ovário e cérebro 58 

Sinalização da Prolactina 50, 51 

Divisão celular 52 

Organização de citoesqueleto 53 

Regulação de microtúbulos neuronais 54 

Tráfego de membranas 55 

Nek4 

Estabilização dos microtúbulos 59 Núcleo 15 
Redução em câncer de mama, 
pâncreas, próstata e estômago 15 

Formação do cílio primário 60   Desordem bipolar 62 

DDR 61   Alta expressão em testículo 63 
Regulação de senescência replicativa e 
resposta a dano de DNA 61     
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Nek5 Diferenciação de células musculares64 Não definida Reduzido em cabeça e pescoço 15 

Nek6 

Participa junto com as Neks 7 e 9 da 
mesma cascata de sinalização na mitose 
65, 66, 67, 68 Citoplasma 81 

Aumento da expressão em câncer 
gástrico 15, 83 

A super-expressão de Nek6 correlaciona-
se à super-expressão de Pin1 em 70% 
dos carcinomas de células hepáticas 70 Núcleo 81 

Linfoma não Hodgkin, mama, 
colo retal e pulmão 15, 84 

DDR 71 Centrossomo 82 
Aumento em carcinoma 
hepatocelular 70, 113 

Processo apoptótico 60, 72   

Aumento da expressão em 
esofagite erosiva e 
adenocarcinoma de esôfago 114 

Segregação cromossômica 74   
Redução em câncer de próstata, 
renal e endometrial 15 

Citocinese 68, 72     

Desmontagem do envelope nuclear 75     

Regulação da senescência celular 76-78     

Regulação do ciclo celular mitótico 79, 80     

Transição metáfase/anáfase 72     

Formação do fuso mitótico 68, 72     

Nek7 

Duplicação do centríolo 80 Centrossomo 117 

Alta expressão em câncer de 
laringe, mama, colorretal e 
vesícula biliar 84, 85 

Participa junto com as Neks 7 e 9 da 
mesma cascata de sinalização na mitose 
65, 66, 67, 73 Midbody 117 

Redução em cabeça e pescoço, 
próstata e estomago 15 

Maturação do centrossomo 73 
Pontes 
citocinéticas 117 Retardo no desenvolvimento 86 

Formação do fuso mitótico 72, 66 Catarata congênita 87 

Separação dos centrossomos 65, 66, 115 -117 
Regulação da dinâmica de microtúbulos 
118 

Citocinese 72 

Nek8 

Morfogênese de órgãos 88 Cílio primário 94 PKD/ câncer de mama 96 

Função ciliar/ sinalização 89-91 Centrossomo 91 
Mutações do gene em câncer de 
pâncreas 97 

Regulação de citoesqueleto 92 Citoesqueleto 15 Displasia infantil 98 

DDR 69,  68, 93 Citoplasma 95 
Redução em renal e de estômago 
15 

    Nefronoftise 99 

    Câncer de mama 96 

Nek9 

Fosforila Nek6 e 7 65, 66, 67,  73 Fuso mitótico 91 
Associação com câncer cabeça e 
pescoço 106 

Separação dos centrossomos 65, 100 Midbody 91 Alta expressão em LMC 106 

Formação do fuso mitótico 73, 100 Citoplasma 105 

Maturação do centrossomo  73, 100 Núcleo 105 
Alinhamento e segregação da cromatina 
(FACT) 101 

Progressão do ciclo celular 100 
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Nek5 

Em humanos, por meio de análises de seqüenciamento genômico, o gene 

codificador da proteína Nek5 foi identificado no cromossomo 13 (Dunham et al. 2004). 

Este cromossomo carrega genes envolvidos no câncer, incluindo câncer de mama tipo 2 

(BRCA2) e retinoblastoma (RB1), e é frequentemente reorganizado em células B 

leucêmicas (Dunham et al. 2004). Além de humanos a sequência genômica codificadora 

de Nek5 foi identificada em organismos como Mus musculus, Bos taurus, Galluls gallus, 

Indução da mitose catastrófica 89 
Cromossomos/Citocinese 65, 66, 67, 73, 102, 

103 
Regula a progressão de G1 e S através da interação com o 
complexo facilitador da transcrição 104 

Nek1
0 

Manutenção do checkpoint G2/M 121 Não definida Câncer de mama 121 

DDR 121   
Redução em colo retal e de 
estômago 15 

Nek1
1 

Fosforilação H1, H2 e H3 e CDC25A 108 Núcleo 36 
Redução em câncer de testículo e 
cerebelo 15 

DDR/ Ponto de checagem G2/M 107 - 112 Microtúbulos 36 
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Pan troglodytes, Ailuropoda melanoleuca, Macaca mulatta e Pongo abelii. 

O primeiro trabalho relacionado a Nek5 foi publicado por Shimizu e Sawazaki 

(2013). Eles demonstraram que Nek5 é substrato para clivagem por caspase-3 na região 

regulatória  C-terminal, promovendo diferenciação muscular e com potenciais efeitos 

pró-apoptóticos. Além disso, foi demonstrado que a expressão do mRNA de Nek5 

aumenta durante a diferenciação muscular e o silenciamento desta proteína prejudicou o 

processo de diferenciação (Shimizu & Sawazaki, 2013).  

 

 Morte celular 

Kerr, Wyllie e Currie (1972) postularam pela primeiras vez dois mecanismos 

distintos de morte celular, necrose e apoptose. De acordo com estes autores, necrose é 

uma forma violenta e rápida de degradação celular estimulada pelo ambiente. Ela afeta 

um grande número de células em uma população e é caracterizada pelo aumento no 

volume citoplasmático, destruição de organelas, rompimento da membrana 

citoplasmática e liberação de fluídos para o meio extracelular. O termo apoptose, de 

origem grega, é uma alusão a queda das pétalas da flores ou folhas das árvores que se 

assemelham a fragmentação da membrana plasmática durante o processo apoptótico. A 

apoptose ocorre em células individualizadas, geralmente rodeadas por células saudáveis. 

Após o estímulo pró-apoptótico, ocorre compactação e segregação da cromatina, 

condensação do citoplasma, fragmentação nuclear, convolução da membrana celular 

seguida da fragmentação e formação de “corpos apoptóticos”, sem liberação do conteúdo 

citoplasmático para o meio extracelular (Riedl & Shi, 2004; Horvitz, 1999).  

A apoptose é importante não somente para a eliminação de células “doentes” mas 

também durante a organogênese, desenvolvimento embrionário, manutenção da 

homeostase tecidual e no sistema imune. Alterações em mecanismos de apoptose podem 

levar ao surgimento de doenças neurodegenerativas, autoimunes e do câncer (Wong, 

2011; Portt et al., 2011). Células que sofrem mutações em genes reguladores da apoptose 

por exemplo, apresentam potencial oncogênico elevado, de fato, a maioria dos tumores 

apresentam resistência a apoptose. Diversos estímulos podem levar a sinalização para a 

apoptose, como por exemplo, danos ao DNA, perturbações no citoesqueleto e tratamento 

com drogas.  
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A maior parte dos processos apoptóticos têm como moléculas efetoras as 

proteínas caspases (proteases cisteíno-aspárticas) que são clivadas e ativadas de forma 

coordenada. As caspases podem ser classificadas como iniciadoras (caspases 2, 8, 9 e 10) 

ou efetoras (Caspases 3, 6 e 7) (Riedl & Shi, 2004; Horvitz, 1999).  

Atualmente duas vias principais de apoptose foram identificadas: as vias 

intrínseca e extrínseca. Na via extrínseca, ou via de receptores de morte celular, 

destacam-se as moléculas sinalizadoras FasL (ligante de FAS), TNF (fator de necrose 

tumoral) e TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF) que se ligam a 

receptores de morte da superfície celular, desencadeando a clivagem e ativação da 

proteína caspase-8, que induz a ativação de caspases efetoras do processo apoptótico e 

clivagem de substratos (Elmore, 2007). 

A via intrínseca (ou mitocondrial) da apoptose, ativada quando a célula sinaliza 

algum dano de DNA, estresse do retículo endoplasmático ou estresse oxidativo, é 

modulada por uma família de proteínas, a família Bcl-2. Esta família é dividida entre 

antiapoptóticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, MCl-1 e BFL-1) e pró-apoptóticas (BH3, Bik, 

Blk, BNIP-3, Bim-L, Bad, Bid, PUMA, NOXA, Bax e Bak) (Martinou & Youle, 2011). 

Em linhas gerais estas proteínas modulam a permeabilidade da membrana mitocondrial 

(Adams & Cory, 1998; Cory & Adams, 2002). Como pode ser observado na figura 1, 

após o sinal de ativação ocorre um desbalanço entre proteínas pró e antiapoptóticas 

levando a formação de poros na membrana mitocondrial e a liberação de citocromo c 

para o citoplasma. A liberação de componentes intramitocondriais para o espaço 

citosólico ativa Apaf-1, formando o apoptossomo que cliva e ativa a caspase-9, que por 

sua vez ativa as caspases 3, 6 e 7, executoras do processo apoptótico (Elmore, 2007; 

Riedl et al., 2004). 
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Figura 1: Controle mitocondrial da apoptose. As cores apresentadas não têm relevância para o 

entendimento geral da via de sinalização. Setas indicam ativação direta e sinais fechados representam 

inibição. Obtido de http://media.cellsignal.com/www/pdfs/science/pathways/Apoptosis_Mitochondrial.pdf. 

(Acessado em  23/10/2014). 

 

 

As Neks e a morte celular  

O protótipo da família das Neks, NIMA, identificado em A. nidulans, é uma 

proteína essencial para a correta transmissão de cromossomos para células filhas. 

Defeitos ou ausência desta proteína provocam a parada do ciclo celular em G2/M 

(Osmani et al., 1991; Lu & Hunter, 1995) ou caso a célula consiga progredir no ciclo 



14 
 

podem ser observados defeitos na formação do fuso mitótico (Lu & Hunter, 1995) ou até 

mesmo apoptose induzida por mitose catastrófica (Löffler et al., 2006).  Uma importante 

etapa do processo apoptótico é a permeabilização da membrana mitocondrial após um 

dano citotóxico ou genotóxico (Wang, 2001). A proteína VDAC é uma importante 

mediadora deste processo que, em condições normais, além de regular o fluxo de ATP 

pelo fechamento dos poros, também impede a liberação do citocromo c para o citoplasma 

principalmente através da ruptura da membrana mitocondrial externa  (Rostovtseva, 

2008). A abertura e fechamento do poro de permeabilidade de transição é regulada pela 

interação direta entre VDAC e Nek1 através da fosforilação de VDAC na serina 193 por 

Nek1 , prevenindo a morte celular excessiva após injúria (Chen et al., 2009; Chen et al., 

2010). Experimentos em células kat2J, células de camundongo contendo Nek1 inativa, 

apresentam altas taxas de apoptose (Chen et al., 2014). Pelegrini e colaboradores (2010) 

demonstraram que após indução de dano de DNA com diferentes drogas, mutantes de 

Nek1 (knockdown - KD) não apresentaram bloqueio em G2/M, gerando dessa forma, 

células com defeitos mitóticos. Assim, Nek1 também está envolvida no começo da 

resposta a estresse genotóxico e possui um papel importante na prevenção de morte 

celular induzida por danos de DNA (Pelegrini et al., 2010).  

Diversos outros membros da família das Neks tem sido relacionados direta ou 

indiretamente ao processo de morte celular. Experimentos de microarranjo de DNA 

demonstraram que o tratamento com estaurosporina induz alterações na expressão de 

Nek2 em células NIH3T3 (Treviño et al., 2014). Similarmente, tratamento com TAI-95 

em câncer de fígado promovem a degradação de Nek2 levando as células à defeitos no 

alinhamento de cromossomos e morte celular excessiva (Huang et al., 2014), assim como 

no tratamento de células de câncer de mama silenciadas para Nek2 e tratadas com 

paclitaxel e doxorrubicina (Lee & Gollahon, 2013). A superexpressão de Nek2 em 

células de câncer resultou em instabilidade cromossômica aumentada, proliferação 

celular e resistência a drogas aumentada; ao passo que o silenciamento por shRNA 

aumentou a sensibilidade a drogas e induziu apoptose in vitro e em modelos de mieloma 

em camundongos (Zhou et al., 2013). O papel de Nek3 no processo apoptótico parece ser 

semelhante a Nek2, a superexpressão de Nek3 inativa (kinase dead) em células T47D  

levaram ao aumento de 50% no níveis de células apoptóticas (Miller et al. 2005).  
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A indução de senescência em células de câncer foi proposto como uma efetiva 

estratégia de tratamento do câncer e, alterações nos níveis de expressão de proteínas 

envolvidas neste processo se tornam promissoras. A inibição de Nek6 por siRNA ou a 

superexpressão de Nek6-KD provocam entrada prematura na senescência, assim como, 

elevadas taxas de apoptose em vários tipo celulares de câncer (Jee et al., 2013; 

Nassirpour, 2010). O’Regan e colaboradores (2009) demonstraram que os efeitos de 

Nek6-KD ou com expressão reduzida por siRNA têm efeito semelhante ao silenciamento 

de Nek7 ou expressão da versão inativa no sentido de ambas promoverem apoptose e 

defeitos na progressão mitótica.  

O checkpoint de dano de DNA previne que as células entrem em divisão enquanto 

as lesões de DNA estiverem presentes através da degradação de CDC25A, um ativador 

de CDKs. Para que ocorra esta degradação é importante a fosforilação de CDC25A por 

Nek11. Inibição da atividade de Nek11 promove um bloqueio das células na mitose e 

posterior morte celular. Adicionalmente, a expressão de Nek11 está aumenta durante o 

desenvolvimento de câncer de cólon (Sørensen et al., 2010). 

  

 

Poliglutamilação  

O citoesqueleto de microtúbulos é essencial para a organização interna de células 

de eucariotos (Bieling et al., 2008). Microtúbulos são estruturas filamentares com uma 

variedade de funções em células vivas, por exemplo, na divisão celular, diferenciação 

neuronal e transporte no interior das células. Eles são formados a partir da polimerização 

ordenada de alfa e beta tubulinas. A grande diversidade de tubulinas dentro de uma célula 

é devida à expressão de diferentes isotipos de tubulina e um grande número de 

modificações pós-traducionais (PMT), como acetilação/desacetilação, remoção e adição 

de tirosina na região C-terminal, fosforilação, poliglicilação e poliglutamilação. A 

glutamilação e glicilação são dois tipos de modificação pós traducional que foram 

inicialmente descobertas em tubulinas (Eddé et al., 1990; Redeker et al., 1994) e 

consistem na adição de cadeias laterais de glutamato adicionadas às proteínas. Esta 

modificação está presente em vários tipos de tubulinas, ao passo que a glicilação é restrita 
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a axonemas de cílios motores e flagelos (Bré et al., 1996; Plessmann & Weber, 1997; 

Iftode et al., 2000) (Figura 2).  

 

 
Figura 2: A poliglutamilação pode ocorrer em diferentes substratos. Microtúbulos são altamente 

modificados em cílios e flagelos, centríolos durante o ciclo celular e em neurônios. Adaptado de 

https://perso.curie.fr/Carsten.Janke/ (acessado em:15/02/2015). 

 

A glutamilação é encontrada em microtúbulos de cílios e flagelos (Lechtreck & 

Geimer, 2000), centríolos, centrossomos e corpos basais (Bobinnec et al., 1998b) (Figura 

2). Em neurônios a maioria dos microtúbulos são modificados pela adição de 1 a 6 

resíduos de glutamato (Audebert et al., 1994). Células em proliferação e/ou interfáse 

apresentam baixos níveis de glutamilação, porém, durante a divisão, microtúbulos do 

fuso mitótico apresentam níveis aumentados de tubulinas glutamiladas (Regnard et al., 

1999; Verhey & Gaertig, 2007) (Figura 3). 
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Populações de microtúbulos podem ser distinguidas entre diferentes tipos 

celulares, assim como dentro de uma célula específica através dos níveis de glutamilação. 

Estes microtúbulos podem ser diferenciados de acordo com: I- a densidade das 

modificações; II- o tipo de tubulina modificada (α e β tubulinas); III- o tamanho da cadeia 

de poliglutamilação e IV- o local de inserção das cadeias de glutamato na molécula de 

tubulinas. Os níveis de poliglutamilação podem ser responsáveis por um “código” das 

tubulinas e dessa forma regular sua polimerização e/ou alteração com proteínas motoras. 

 A maioria das modificações de tubulinas apresentam importantes papéis na 

função de microtúbulos (revisado por: Luduena, 1998; Westermann & Weber, 2003; 

Verhey & Gaertig, 2007). A glutamilação ocorre no domínio C-terminal de tubulinas 

(Eddé et al., 1990; Redeker et al., 1994), que são sítios importantes para a interação com 

proteínas associadas a microtúbulos (microtubule-asociated proteins – MAPs) e proteínas 

motoras baseadas em microtúbulos, como as cinesinas e dineínas. Dessa forma, acredita-

se que a poliglutamilação possa desempenhar um papel importante na interação de 

microtúbulos e seus parceiros (Ikegami et al., 2007, Nogales, 2000). Experimentos in 

vitro demonstraram que o estado de poliglutamilação de α ou β tubulinas dos 

microtúbulos atuam como regulador da interação de tubulinas com MAPs e cinesinas 

(Boucher et al., 1994; Larcher et al., 1996; Bonnet et al., 2001). Muitos outros processos 

dependentes de microtúbulos como a motilidade de cílios e flagelos (Cosson et al., 1996; 

Fouquet et al., 1994, Gagnon et al., 1996, Million et al. 1999), a estabilidade de centríolos 

(Bobinnec et al., 1998a e b; Regnard et al., 2003; Abal et al., 2005), controle do ciclo 

celular (Bobinnec et al., 1998b; Regnard et al., 1999) e crescimento e estabilidade de 

neurônios (Ikegami et al., 2006, Audebert et al., 1993; 1994; Boucher et al., 1994; 

Larcher et al., 1996; Bonnet et al., 2001)) parecem ser controlados pela poliglutamilação 

(Figura 3). 
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Figura 3: Distribuição de tubulinas poliglutamiladas e poligliciladas. As subunidades de tubulinas que 

estão poliglutamiladas são diferentes entre somato- dendrito e axônios. Atualmente nenhuma evidencia está 

disponível sobre a poliglicilação  de tubulinas em centríolos. Adaptado de Ikegami & Setou, 2010. 

 

Duas outras modificações pós-traducionais de tubulinas, a detirosinação (Barra et 

al., 1988) e geração de �2-tubulina (Paturle-Lafanechere et al., 1994), também ocorrem 

na região C-terminal de α tubulinas especificamente. Ambas as modificações são 

funcionalmente ligadas a poliglutamilação (Banerjee, 2002). A detirosinação é a remoção 

reversível de tirosinas do C-terminal gerando uma tubulina detyr e expondo o resíduo Glu 

subsequente. A �2-tubulina é a remoção irreversível deste resíduo –glu, gerando 

portanto, uma tubulina chamada �2-tubulina. A detirosinação tem sido observada em 

diferentes espécies de microtúbulos e é normalmente encontrada em microtúbulos 

estáveis e de longa vida. A função da detirosinação é a regulação da interação 

microtúbulos-MAP cinases. As proteínas CAP-Gly, um subgrupo de proteínas de tráfego 

plus-end (+TIPs; Akhmanova & Steinmetz, 2008), são reguladas pelo estado de 

tirosinação de α-tubulinas (Peris et al., 2006, Bieling et al., 2008).  �2-tubulinas por sua 

vez, são especificamente localizadas em neurônios e axonemas, onde microtúbulos são 

altamente glutamilados (Lafanechere & Job, 2000), entretanto, suas funções ainda não 

são claras.  

A tubulin tyrosine ligase (TTL) foi a primeira enzimas descrita como envolvida 

na modificação de tubulinas (Ersfeld et al., 1993) e outras enzimas envolvidas neste 
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processo foram identificadas recentemente (Tabela 2). Ensaios de imunoprecipitação de 

microtúbulos de neurônios permitiram a purificação de tubulinas complexadas com a 

proteína tubulin tyrosine ligase like 1 (TTLL1) (Janke et al., 2005). A sequência de 

similaridade entre TTLL1 e TTL sugere que a maioria das enzimas que modificam a 

região C-terminal de tubulinas pela ligação de aminoácidos pertencem a família das 

TTLs. Atualmente, em mamíferos, foram identificados 12 membros para a família das 

TTLLs, 9 glutamilases e 3 glicilases (Rogowski et al., 2009). Os principais processos 

biológicos, assim como funções prospostas e doenças associadas aos demais membros 

desta família de proteínas podem ser visualizados na tabela 2. 

Estudos da atividade catalíticas destas enzimas revelaram que a heterogeneidade 

de polimodificações de microtúbulos se devem a especificidade de substratos destas 

enzimas. As poliglutamilases são caracterizadas pela preferência pela iniciação ou 

elongamento das cadeias glu, ou pela seletividade a α ou β tubulina, ou ainda por outros 

substratos. Na tabela 2 é possível observar a preferência de substrato de diferentes 

membros da família, assim como, o papel desempenhado na iniciação ou elongamento da 

cadeia de glutamilação (Figura 4). Como várias enzimas localizam em determinados 

subtipos de microtúbulos dentro da célula e a disponibilidade de enzimas possuem 

expressão tecido-específica, sugere-se que exista um mecanismo multi-enzimático que 

regula as vias de poliglutamilação (van Dijk et al., 2007, Rogowski et al., 2009, review: 

Janke et al., 2008). 
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Figura 4: Preferência de reação de glutamilases e glicilases. Iniciação: a enzima tem alta atividade na 

adição do primeiro resíduo da cadeia; elongação: a enzima tem uma atividade de elongamento da cadeia 

lateral; preferência por α- ou β-tubulina estão indicadas). Diferentes vias de modificações são geradas pela 

combinação de diferentes enzimas. (Janke et al., 2005; van Dijk et al., 2007, Rogowski et al., 2009, review: 

Janke et al., 2008). 

 

Apesar de estar associada principalmente a tubulinas, a poliglutamilação não é 

restrita a tubulinas. Foi demonstrado que ocorrem em proteínas de montagem de 

nucleossomos, NAP1 e NAP2 (Regnard et al., 2000), e, provavelmente, em várias 

proteínas ainda não identificadas. Proteínas ricas em glutamina poderiam ter um "papel 

natural" na indução de morte celular desregulada em doenças neurodegenerativas (Blum 

et al., 2012). TTLL4 pertence a uma família de proteínas com um domínio de homologia 

TTL e pode catalisar a ligação de diversos aminoácidos através dos processos de 

tirosinação, poliglicilação, e poliglutamilação em vários substratos.  

As Neks compreendem uma família de proteínas que regulam eventos mitóticos 

incluindo a entrada na mitose, separação de centrossomos, formação do fuso e citocinese 

(O'Connell et al., 2003; O'Regan et al., 2007). Westermann et al., (2003) detectaram a 

primeira evidência do envolvimento de Nek em Crithidia fasciculata no processo de 
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poliglutamilação. Através de cromatrografia utilizando hidroxiapatita como passo final, 

tubulinas poliglutamiladas copurificaram juntamente com p54, um membro da família 

das Neks em C. fasciculata. A expressão de p54 com cauda His permitiu a identificação 

desta proteína no corpo basal e flagelo deste parasita, regiões sabidamente altamente 

glutamiladas. Eles demostraram ainda, que o extrato purificado de p54 foi capaz de 

poliglutamilar tubulinas in vitro. Além disso, diversas funções estão interligadas entre 

Nek e TTLLs, como por exemplo a localização de muitos membros da família das Neks 

em regiões altamente glutamiladas, como centrossomos, midbodies, fuso mitótico, dentre 

outros.  
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Tabela 2: Funções propostas para a família das TTLLs. O tamanho, domínio TTL, processos biológicos, função e doenças associadas de cada 
um dos membros da família das TTLLs estão apresentados na tabela.  

Proteína Nome Nomes 
alternativos 

Tamanho 
(a.a./kDa) 

Domínio 
TTL 

Processos 
Biológicos 

Função Doenças associadas 

TTLL1 Tubulin--
tyrosine 

ligase-like 
protein 1 

Tubulin 
polyglutamylase 
complex subunit 

3, PGs3 

423 / 49 1–367 Montagem do 
axonema ciliar, 

movimento ciliar, 
poliglutamilação 

Subunidade catalítica do 
complexo poliglutamilase de 

tubulinas neuronais1, 2; 
modificaçõ de alfa e beta 

tubulinas1. 

Hipertrofia cardíaca3; 
Sinusite, rinosinusite, 

otite e infertilidade 
masculina em 
camundongos4 

TTLL2 Tubulin-
tyrosine 

ligase-like 
protein 2 

Testis-specific 
protein NYD-

TSPG 

592 / 67 84–427 Poliglutamilação Atua em complexo com outras 
proteínas. 

 

TTLL3 Tubulin-
tyrosine 

ligase-like 
protein 3 

HOTTL 772 / 87 151–510 Montagem do 
axonema, 

movimento ciliar, 
glicilação 

Monogicilases de alfa e beta 
tubulinas5, 2, iniciação da reação 

de glicilação2. 

Desenvolvimento de 
carcinoma coloretais6; 

Desenvolvimento 
embrionário9 

TTLL4 Tubulin-
tyrosine 

ligase-like 
protein 4 

 1199 / 133 604–947 Poliglutamilação Modifica preferencialmente 
beta-tubulinas e proteínas de 
montagem do nucleossomo, 
NAP1 e NAP27; Iniciação da 

reação de glutamlação7, 8. 

Megacariopoiese10; 
Adenorcarcinoma 

pancreático ductal11 

TTLL5 Tubulin-
tyrosine 

ligase-like 
protein 5 

SRC1 and TIF2-
associated 

modulatory 
protein,  

1281 /144 62–407 Poliglutamilação, 
transcição 

dependente de 
DNA 

Modifica preferencialmente 
alfa-tubulinas7, 8;  Iniciação da 

reação de glutamilação7, 8 
Requerida para a localização de 
CSAP em microtúbulos do fuso 

e dos cílios12; Repressão de 
receptores glucocorticóides e 

indução de receptores 
adrógenos13. 

Degeneração da retina14; 
Infertilidade masculina13; 
Câncer do endométrio15 

TTLL6 Tubulin-
tyrosine 

ligase-like 
protein 6 

 843 / 96,4 58–401 Fomação e 
separação de 
microtúbulos, 

poliglutamilação 

Modifica preferencialmente 
alfa-tubulinas7, 8;  Elongamento 
da reação de glutamilação7, 8; 
Medeia poliglutamilação de 

Megacariopoiese10; 
Deficiência da 

motilidade ciliar27; 
Alzheimer28; Síndrome 



23 
 

1-Janke et al., 2005; 2- Pathak et al., 2011; 3- Song et al., 2012; 4- Vogel et al., 2010; 5- Wloga et al., 2009; 6- Rocha et al., 2014; 7- van Dijk et al., 2007; 8- 
Regnard et al., 1999; 9-  Cochran et al., 2013; 10- Ye et al., 2014; 11- Kashiwaya et al., 2010; 12- Backer et al., 2012; 13- Lee et al., 2013; 14- Sergouniotis et al., 
2014; 15- Liang et al., 2012; 16- Pathak et al., 2007; 17- Ikegami et al., 2007; 18- Das et al., 2014; 19- Lee et al., 2011; 20- Ikegami et al., 2006; 21- Bocsh et al., 
2013; 22- Ikegami et al., 2008; 23- Ikegami et al., 2009; 24- Fullston et al., 2011; 25- Massoner et al., 2012; 26- Wasyllyk et al., 2010; 27- Suryavanshi et al., 
2011; 28- Zempel et al., 2013; 29- Lee et al., 2012.

tubulinas ciliares16, 21. de Joubert29 
TTLL7 Tubulin-

tyrosine 
ligase-like 
protein 7 

Testis 
development 
protein NYD-

SP30 

887 / 103 38–390 Diferenciação, 
desenvolvimento 

do sistema 
nervoso, 

poliglutamilação 

Modifica preferencialmente 
beta-tubulinas7, 8;  Iniciação da 

reação de glutamilação7, 8; 
Necessária para o crescimento 

de neuritos17. 

Câncer18; Obesidade19; 
Desenvolvimento 

neuronal20 

TTLL8 Tubulin-
tyrosine 

ligase-like 
protein 8 

 850 / 94,7 222–580 Glicilação Modifica preferencialmente alfa 
tubulinas e outras proteínas 

como ANP32A, ANP32B, SET 
e NCL; Iniciaçãoda glicilação21. 

Defeitos em cílio 
ependimais21 

TTLL9 Tubulin-
tyrosine 

ligase-like 
protein 9 

 439 / 51,5 40–380 Poliglutamilação Atua em complexo com outras 
proteínas no processo de 

poliglutamilação. 

 

TTLL10 Tubulin-
tyrosine 

ligase-like 
protein 10 

 673 / 75 155–552 Glicilação22 Poliglutamila tubulinas quanto 
co-expressa com TTLL823 

 

TTLL11 Tubulin-
tyrosine 

ligase-like 
protein 11 

 538 / 58 218–538 Poliglutamilação Modifica preferencialmente 
alfa-tubulinas7, 8;  Elongamento 
da reação de glutamilação7, 8; 

Necessária para a localização de 
CSAP nos microtúbulos do fuso 

e dos cílios12. 

Esquizofrenia24 

TTLL12 Tubulin--
tyrosine 

ligase-like 
protein 12 

 644 / 74,4 300–644 Poliglutamilação - Câncer de próstata25, 26 

TTLL13 Tubulin 
polyglutam

ylase 
TTLL13 

Tubulin--
tyrosine ligase-
like protein 13 

815 / 93,6 85–430 Poliglutamilação Modifica preferencialmente 
alfa-tubulinas7, 8;  Elongamento 

da reação de glutamilação7, 8 
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Objetivo Geral 

 

Este trabalho teve como objetivo geral a compreensão de algumas funções 

exercidas pela proteína Nek5 no contexto celular através da análise de suas interações 

com outras proteínas.  

 

Objetivos Específicos 
 

• Identificar as proteínas e/ou substratos que interagem intracelularmente com a 
Nek5 humana bem como caracterizar sua interação. 

• Caracterizar o papel de Nek5 no processo de morte celular e defeitos na cadeia 
respiratória (Artigo I). 

• Caracterizar a interação de Nek5 com a proteína TTLL4 (Artigo II). 

• Avaliar o papel de Nek5 no processo de poliglutamilação (Artigo II). 

• Caracterização estrutural de Nek1. 
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INTRODUCTION 

The microtubule cytoskeleton is essential for the internal organization of eukaryotic 

cells and are involved in cell division, differentiation and neuronal transport inside the cells 

(Bieling et al., 2008). The great diversity of tubulin inside the cells is due to the expression 

of tubulin isotypes and a large number of post-translational modifications (PTM) as 

acetylation / deacetylation, removal and addition of tyrosine in the C-terminal region, 

phosphorylation, and polyglycilation and polyglutamylation (Eddé et al., 1990; Redeker et 

al., 1994).  

The glutamylation was initially discovered in tubulin and consists of the addition of 

glutamate side chains to proteins (Eddé et al., 1990; Redeker et al., 1994). It is found in 

microtubule cilia and flagella (Lechtreck & Geimer, 2000), centrioles, basal bodies and 

centrosomes (Bobinnec et al., 1998b). During the division, mitotic spindle microtubules 

have increased levels of glutamylated tubulin (Regnard et al., 1999; Verhey & Gaertig, 

2007). 

In vitro experiments have shown that the state of polyglutamylation in α or β tubulin 

microtubules act as regulator of tubulin interaction with MAPs and kinesins (Boucher et al., 

1994; Larcher et al., 1996; Bonnet et al., 2001). The tubulin tyrosine ligase (TTL) was the 

first enzymes involved in modification of tubulin (Ersfeld et al., 1993). 

Immunoprecipitation assays of microtubule neurons allowed the purification of tubulin 

complexed with tubulin tyrosine ligase like 1 (TTLL1) protein (Janke et al., 2005). Studies 

of the catalytic activity of TTLL family members revealed that the heterogeneity of 

microtubules poly-modifications is due to specificity of substrates of these enzymes. But 

polyglutamylation is not restricted to tubulins. It has been shown that occur in nucleosome 

assembly protein NAP1 NAP2 (Regnard et al., 2000), and probably in many proteins not 

yet been identified. Glutamine rich proteins may have also a “natural role” in deregulated 

inducing cell death in neurodegenerative diseases (Blum et al., 2012). TTLL4 is a protein 

of TTLL family and is capable to catalyze ligations of diverse amino acids like 

tyrosination, polyglycylation, and polyglutamylation (Westermann et al., 2005). Besides to 

catalyse the tubulins polyglutamylation, TTLL4 and TTLL5 were shown to have the ability 

to polyglutamylated nontubulin proteins (van Dijk et al., 2008). 
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Although Neks comprise a family of proteins that regulate mitotic events including 

entering mitosis, centrosomes separation, spindle formation, and cytokinesis (O'Connell et 

al., 2003; O'Regan et al., 2007), Westermann et al., (2003) detected the first evidence in 

Crithidia fasciculata of the involvement of Nek in polyglutamylation. Chromatography 

experiments using hydroxyapatite as a final step copurified polyglutamilated tubulins with 

CfNek. In addition, purified extract of CfNek5 was capable to polyglutamylated tubulins in 

vitro. 

The NIMA-related kinases (Neks) are mammalian enzymes with high identity (40-

45%) to the Aspergillus nidulans mitotic protein NIMA (never in mitosis gene A) within 

their catalytic domain (O’Regan et a., 2007; Belham et al., 2003). NIMA is related to 

mitotic entry, chromatin condensation, spindle organization, and cytokinesis.11 . In human, 

the Nek family is represented by 11 members that have been functionally associated to one 

of the three core functions established for this family in mammals: (1) centrioles/mitosis; 

(2) primary ciliary function/ciliop- athies; and (3) DNA damage response (DDR) 

(Meirelles et al., 2014). But new functions have been associated to this protein, as example, 

apoptotic functions (Hanchuk et al., 2015) and cell cycle (1 Mahjoub et al., 2005; Fletcher 

et al., 2005; Yin et al., 2003; Belham et al., 2003; Yissachar et al., 2006; Roig et al., 2002; 

Roig et al., 2005; Noguchi et al., 2004; O’Regan et al., 2009). No relation between Neks 

with polyglutamylation has been made until the present moment.  

Here we describe the identification of Nek5 and TTLL4 protein partners by yeast 

two-hybrid screening that was confirmed by immunoprecipitation. Notably, stable cells 

expressing Nek5 regulates the activity of TTLL4 reducing the level of polyglutamylation 

while the knockdown or the kinase dead version increased the polyglutamylation profile 

after TTLL4 transfection. The in vitro polyglutamylation activity was also decreased in 

cells expression Nek5. The regulation of TTLL4 by Nek5 occurs in the C-termini region 

and the phosphorylation seems to be the mechanism of regulation. In a broader context, our 

analysis showed for the first time a mechanism for TTLL regulation. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

Stable cells, mutagenesis, and shRNA 
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The production of Hek293 cells stable expressing hNek5 and the silencing of Nek5 

by shRNA (h) Lentiviral Particles (Santa Cruz Biotechnology, Inc) has been described 

previously (Hanchuk et al., 2015). Point mutations were introduced by QuikChange II Site-

Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, LaJolla, CA) to generate the Nek5-K33A, the 

inactive version of Nek5. Mutation was confirmed by DNA sequencing. 

Yeast two-hybrid screening 

The cDNA encoding the C-terminus of hNek5 (a.a. 260–708) was cloned in the 

pGBKT7. The yeast two-hybrid screen was performed following the Matchmaker™ Gold 

Yeast Two-Hybrid System (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA) according to 

the manufacturer’s instructions. Selective medium absent of tryptophan, leucin, adenin and 

histidin but containing aureobasidin antibiotic and X-α-Gal was used to screen interactors 

from human universal cDNA library. To identify the “preys” genes, the DNA was extracted 

and sequenced. 

DNA Transfection 

TTLL genes amplified from mouse brain or testis cDNA were previously cloned in 

vector containing a C-terminal EYFP tag (van Dijk et al., 2007). Expression plasmids were 

transfected using JetPEI (Polyplus transfection) or homemade PEI.  

Immunoprecipitation  

Cells were lysed in RIPA buffer with protease inhibitor cocktail (Roche Applied 

Science, Mannhein, Germany), subjected to freeze/thaw, submitted to three cycles of 5 

minutes in an ultrasound bath (UltraSonic Clear 750, UNIQUE) for complete pellet 

resuspension and centrifuged at 20,000 x g for 30 min at 4°C. Protein concentration was 

determined by the method of Bradford (Bradford, 1976). The supernatants were used for 

immunoprecipitation as described by Chen, et al. (1989). Briefly, the supernatant was 

added to GFP-Trap® (ChromoTek GmbH, Germany) or anti-FLAG coupled to agarose 

beads and incubated overnight. Beads were collected, washed five times with wash buffer 

(10 mM Tris/Cl pH 7.5; 150 mM NaCl; 0.5 mM EDTA) and then elute with 2 x SDS-

sample buffer  (120 mM Tris/Cl pH 6.8; 20% glycerol; 4% SDS, 0.04% bromophenol blue; 

10% β-mercaptoethanol). The proteins were immunoblotted to Immobilon-P membrane 

(Millipore Corp., Bedford, MA and probed with anti-Nek5 antibody. Blots were developed 

using an ECL chemiluminescence kit (Amersham Biosciences). 
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Immunoblotting analysis 

50 �g of protein were separated by SDS-PAGE and blotted onto Immobilon-P 

membrane (Millipore Corp., Bedford, MA). In the case of mammalian tubulin was used 

special protocol, as in Edd. et al., 1987. The protein bands were probed by using the proper 

primary antibodies diluted in 3% bovine serum albumin blocking solution: mouse anti-GFP 

(1:1000, Sigma), mouse anti-Nek5 (1:500, Santa Cruz Biotechnology) and rabbit anti-

TTLL4 (1:500, Novus Biologicals). The mouse GT335 (anti-polyglutamylation, 1:1000) 

and mouse 12G10 (anti-tubulin, 1:500) were produced by Janke’s group (Wolff et al., 1992, 

van Dijk et al., 2007) and were used at 1:1000 dilutions. Detection of the bands were 

performed with HRP-labeled anti–rabbit or anti–mouse IgG (1:5,000; Sigma) followed by 

the chemiluminescent ECL Western Blotting System (ECL Western blot detection kit; GE 

Healthcare). Protein bands were quantified using the ImageJ software (National Institutes 

of Health, USA). 

In Vitro Polyglutamylation Assay 

Stable or silenced cell extracts were transfected with the active or an enzymatically 

inactive version of TTLL4 (E901G) and TTLL5. The cell extract was used for the 

determination of polyglutamylase activities as previously described (Janke et al., 2005; 

Regnard et al., 1998). Cells were resuspended in MEM buffer (50 mM Mes/NaOH, pH 6.8, 

2 mM EGTA, 1 mM MgCl2) buffer 0.2% NP-40 containing protease inhibitors). Reaction 

mixtures (50mM Tris-HCl [pH 9.0], 400 mM ATP, 2.4 mM MgCl2, 500 �M DTT, 4,6 �M 

taxol, 8 mML–[3H]-glutamate (45–55 Ci/mmol, GE Healthcare) and 0.2 mg/ml tubulin 

were incubated at 30°C for 2 hr. Tubulins were prepared from adult mouse brains as 

described (Regnard et al., 1999). The samples were separated in SDS-PAGE gels, blotted 

onto nitrocellulose membrane, and stained with Ponceau. Quantification of the radioactivity 

incorporated was performed by scintillation counting, as described before (Regnard et al., 

1998). 

Mass Spectrometric Analysis 

Proteins content of the GFP affinity-purified fraction were separated by SDS-PAGE 

and Coomassie stained. Bands on expected size of TTLL4 and TTLL5 were excised from 

the gel and submitted to in-gel trypsin or chymotrypsin digestion. Peptides were 

concentrated and analyzed by MS/MS on a Q-Tof II mass spectrometer (Micromass Ltd., 
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Manchester, UK). Data analysis was performed with Mascot (Matrix Science Ltd., London, 

UK) against the NCBI (The National Center for Biotechnology Information) Database.  

Flow Cytometry and sorting 

Transfected HEK293T, stable-Nek and shRNA-Nek5 cells were collected and 

disassociated using trypsin. Cells were resuspended in saline solution (PBS), passed 

through a 0,45uM and analyzed by flow cytometry. Gates were created to separate single 

cells using the FSC and SSC paramenters followed by a new gate for YFP positive cells. 

The sorting was performed by separation in positive and negative YFP cells on BD-FACS 

Aria flow cytometer using FACS Diva 6.0 software and data analyzed using FlowJo (Tree 

Star Inc., Ashland, OR, USA). The polyglutamylation analysis was done in BD-

FACSCanto flow cytometer and the median of the Alexa-568-Mouse peak 

(polyglutamylation level) was generated solely with the positive YFP cells. 

 

RESULTS 

Yeast two-hybrid screening and immunoprecipitation identified TTLL4 as a new 

partner of Nek5. 

The functions of Nek5 are little known. To the understanding of their interaction 

partners and their possible functions the yeast two-hybrid assay were performed with 

Matchmaker GAL4 system (Clontech Laboratories, Inc) using the C-terminal of Nek5 as 

bait fused to Gal4-DNA binding domain (DNA-BD). A cDNA human library were 

expressed fused to Gal4-activation domain (AD; Fields & Song, 1989; Chien et al., 1991). 

After the protein-protein interaction, four independent transcription factors of reporter 

genes were activated (AUR1-C, ADE2, HIS3, e MEL1). The growth in selective medium 

allowed  the identification of TTLL4 as Nek5 partner (fig. 1 a and b). By 

immunoprecipitation assay was possible to detect the co-immunoprecipitation of 

endogenous TTLL4 with Nek5 ful lenght fused to TTL4.  

TTLLs are the effector proteins in polyglutamylation of tubulins. As Nek5 and 

TTL4 interact it was suggested a regulation of TTLL4 by Nek5. To confirm this, stable 

cells expressing Nek5 (Nek5) full length or the inactive version (kinase dead – Nek5-KD), 

as well as cells silenced for Nek5 (shRNA-Nek5) were transfected with TTLL4 and TTLL5 

and the polyglutamylation profile was accessed by western blot. In the figure 1D is possible 
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to observe that in the presence of Nek5 the levels of polyglutamylation reduced drastically. 

The balance of alfa and beta tubulin also was altered by the presence of Nek5 and TTLL4 

or TTLL5. shRNA-Nek5 and Nek5-KD cells transfected with TTLL4 showed exacerbated 

levels of polyglutamylation in β-tubulins when compared to Nek5 cells, but an increased on 

α-tubulin where also observed (Figure 1E). Although only Nek5 have been identified by 

yeast two-hybrid screening, the potentiating effects of Nek5 after transfection with TTLL4 

were also observed with TTL5, suggesting that, Nek5 may play a role in other members of 

the TTLL’s Family (Figure 1D and E). Beside this, polyglutamylation is not restricted to 

tubulin, it was shown to occur on nucleosome assembly proteins, NAP1 and NAP2 

(Regnard et al., 2000), and probably on several yet unidentified proteins. In the figure 1, 

polyglutamylation of other proteins have been also altered in the absence of Nek5 and 

presence of TTLL4 or TTL5. 

The presence of Nek5 reduce the levels of polyglutamylated proteins  

The putative catalytic domain TTLL4, previously referred to as TTL domain, is 

subdivided two groups, one common to all TTLLs and TTL, now called ‘‘core TTL 

domain,’’ and the second conserved region upstream of it is now the ‘‘extended TTL 

domain’’ (Figure 2a) there is also necessary for TTLL4 activity the required region. Except 

for the mTTLL4 C606-1193 construction all the other truncations did not affect the activity 

of polyglutamylases (Van Dijk et al., 2007) but the presence of Nek5 was fundamental for 

this (Figure 2). To analyze the minimum sequence for Nek5 regulation truncated isoforms 

of TTLL4 were transfected in Nek5, Nek5-KD or shRNA-Nek5 cells (Fig. 2a-D). In the 

figure 2 it is possible to observe that Nek5 is capable to reduce the levels of 

polyglutamylation even in the smallest fragment suggesting that the regulation by Nek5 

occur in the C-terminal region. The sequence interacting with Nek5 in the yeast two hybrid 

screening corresponds to the aa. 985 to 1189 in the C-terminal region. According to Uniprot 

TTLL4 is phosphorylated on S691 an S696 residues and using the Kinase-specific 

Phosphorylation Site Prediction GPS 2.1 several residues could be phosphorylated by Nek 

proteins by the aminoacids residues with the highest score are S960, S177, S946 and S912 

(Supplementar data 1 –S1). By TTLL4 transfection is possible to observe several of non-

tubulin proteins polyglutamylated in Nek5-KD and shRNA-Nek5 but for TTLL5 the 

differences are more pronounced in tubulins (Fig 2c and d). The transfection of TTLLs in 



 
74

cells with active Nek5 did not alter the levels of polyglutamylation (Figure 2b).  

In the presence of Nek5 TTL4 and TTLL5 are phosphorylated in several residues 

The previous data suggests that Nek5 is capable to phosphorylate TTLL4 inhibiting 

its activity. To identify the phosphorylated residues in TTLL4 and TTLL5 stable cells 

expressing Nek5 and shRNA-Nek5 cells were transfected with EYFP-TTLL4 and EYFP-

TTLL5. Nek5 and shRNA-Nek5 cells were transfected with TTLL4 and TTLL5. As the 

efficiency of the transfection is weak, transfected cells were submitted to sorting in flow 

cytometry to collect separately the cells expressing EYFP-TTLL4 or EYFP-TTLL5 and the 

negative cells. The positive and negative cells were lysed and the proteins separated by 

SDS-PAGE and analyzed by western blot. Cells expressing TTLL4 showed as expected, an 

increase in polyglutamylation profile in cells knockdown for Nek5, it is also possible to 

observe that negative cells did not show any polyglutamylation activity (Figure 3a). Using 

anti-GFP (TTLL4 staining), Stable cells expressing hNek5 and that were positive to EYPF-

TTLL4 showed two closely located bands around the expected position, indicating 

phosphorylation (Fig. 3a). The presence of two nearby bands indicates phosphorylation or 

another kind of post-translational modification. As the second band is weak in the absence 

of Nek5, is suggested an inhibitory phosphorylation of TTLL4 by Nek5 (Fig. 3a). To 

analyze the residues phosphorylated in EYFP-TTLL4 and EYFP-TTLL5, the YFP positive 

cells sorted by flow cytometry were lysated and immunoprecipitated using anti-GFP beads 

and the elute fractions were separated by SDS-PAGE and he gel stained with coomassie 

blue (Fig. 3b). The bands in the height of TTLL4 or TTLL5 were cut, de-stained, submitted 

to trypsin or chymotrypsin digestion and analyzed by mass spectrometry. The phosphosites 

are represented in the figure 3C. 

The activity of TTLL4 is highly regulated through phosphorylation 

After the detection of phosphorylated sites it was generated phosphomimetic 

mutants to evaluate the capacity of phosphorylation to regulate the activity of TTLLs. The 

residues S912, T968, S1136 and S1139 of EYFP-TTLL4 were mutated to glutamic acid (E) 

and aspartic acid for S1139, mimicking the phosphorylation. The serine residues S1136 and 

S1139 were also mutated to alanine, blocking the phosphorylation. The phosphosites S281 

and S1042 identified by mass spectrometry were also mutated to glutamic acid (S281E and 

S1042E). The mutants were transfected into Hek293T, Nek5-stable and shRNA-Nek5 cells. 
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The polyglutamylation level was analyzed by flow cytometry after staining of the cells with 

anti-GT335 and alexa-568. Only the positive cells for YFP were used in the identification 

of the level of polyglutamylation. As expected all the constructions transfected in shRNA-

Nek5 cells showed pronounced levels of polyglutamylation when compared to stable-Nek5 

and Hek293T cells (Fig 4A). The more pronounced effect observed was the decrease on 

TTLL4 activity when S1136 was mutated to alanine (S1136A) in Hek293T cells (Fig. 4B), 

indicating that TTLL4 may be regulated by phosphorylation. The shRNA-Nek5 cells 

showed reduced level of polyglutamylation when transfected with EYFP-TTLL4-S1136A 

when compared to the other construction, but no statistical differences were observed to the 

control group (EYFP-TTLL4). However, when transfected in stable-Nek5 cells all the 

constructs for TTLL4 presented similar results in the polyglutamylation level (Fig. 4D) and 

no effects were observed in S1136A. The phosphosites of EYFP-TTLL5 was also 

investigated. Serines 281 and 1042 were mutated to glutamic acid (S281E and S1042E) and 

transfected in the presence of Nek5. Besides the fact that shRNA-Nek5 cells showed higher 

levels of polyglutamylation in general, both S281E and S1042E showed more 

polyglutamylation in shRNA-Nek5 and stable-Nek5 cells (Fig. E-H). Together, these data 

may suggest that the regulation of TTLL4 by Nek5 occur through unknown residues or in 

complex with another protein. To answer these questions new experiments need to be done. 

 

DISCUSSION 

Tubulin polyglutamylation occurs at C-termini of both α and β tubulins by the 

addition of glutamate residues (van Dijk et al., 2007; Ikegami et al., 2006; Janke et al., 

2005; Edde et al., 1990). Is suggested that polyglutamylation anchors MAPs and molecular 

motors (Janke & Bulinski, 2011) or can acts as a signal for a selective group of MAPs to 

associate with MTs for specific cellular functions clearly show selective association of the 

centriole and spindle-associated protein (CSAP) with polyglutamylated tubulin (Becker et 

al., 2012).  

Enzymes that regulate the polyglutamylation have only been discovered recently 

and in total thirteen TTLL proteins and TTL were identified (van Dijk et al., 2007; Janke et 

al., 2005). TTLL4, 5, 6, 7, 11, and13 are involved on tubulin polyglutamylation activity 

when over-expressed in mammalian cells. TTLL5, 6, 11, and 13 prefer α –tubulin, while 
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TTLL4 and 7 prefer β -tubulin (Janke et al., 2005; Ikegami et al. 2006; van Dijk et al. 

2007). TTLL12 has an increased expression in epithelial cells of prostate gland (Wasylyk et 

al., 2010), can delay cell cycle progression from G2/M phase to G1 (Brants et al., 2012) 

and is considered an antigen in cancer patients (Massoner et al., 2012). TTLL4 is a know β-

tubulin modifier (van Dijk, 2007) which its increased activation causes polyglutamylation 

of non-tubulin substrates and remodels chromatin (van dijk et al., 2007; Kashiwaya et al., 

2010). TTLL4 showed increased levels of expression in pancreatic cancer cells and its 

knockdown reduced their growth (Kashiwaya et al., 2010). 

Mutations of Nek family members have been associated to development of 

ciliopathies and cancer (Tsunoda et al., 2009; Marina e Saavedra, 2014; Liu et al., 2014; 

McHale et al., 2008; Takeno et al., 2008; Capra et al., 2006; Bowers et al., 2004; Cao et al., 

2012. In this study we showed that Nek5 interacts with TTLL4 by Y2H screening and 

immunoprecipitation assay. 

Also we show that in the presence of Nek5, the transfection of TTLL4 do not 

increase the levels of polyglutamylation, suggesting an inhibition of activity. The fine 

regulation of polyglutamylation profile contributes to defects on ciliary beating (Million et 

al., 1999) and decrease on polyglutamylation- conjugating enzymes reduces 

polyglutamylation on tubulins and the cilia beating in Chlamydomonas reinhardtii (Kubo et 

al., 2010), Tetrahymena (Suryavanshi et al., 2010), and zebrafish (Pathak et al., 2007). On 

the other hand overexpression of TTLLs involved on β-tubulin polyglutamylation results in 

inhibition of ciliary beating (Janke et al., 2005). Kinase dead and shRNA-Nek5 cells 

showed increased levels of polyglutamylation when transfected with TTLL4. But not only 

tubulins presented increased levels of polyglutamylation, TTLL4 is a well know TTLL 

member involved on polyglutamylation of different substrates (van Dijk et al., 2008). 

Nucleosome assembly proteins (NAPs) and end binding protein 1 (EB1) also are modified 

by polyglutamylation (Regnard et al., 2000; van Dijk, 2008).  

The relation between Neks and TTLLs is favored by localization. Both are located 

and/or have functions related to cilium and centrosomes. Neks are extensively related to 

centrosomes and primary cilium (Patil etal., 2013; Hilton etal., 2009; Mahjoub et al., 2005; 

Lee et al., 2014; Sdelci et al., 2012; Kim et al., 2011; Sdelci et al., 2011; Habbig et al., 

2012; Zalli et al., 2012). Nek1 and Nek8 have a ciliary function and mutations in its genes 
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lead to polycystic kidney disease (Guay-Woodford et al., 2003; Upadhya et al., 2000). 

NEK1, has also previously been shown to localize near centrosomes and to play a role in 

centrosomal stability and ciliogenesis (Mahjoub et al., 2005; White et al., 2008). Indeed, 

centrosomes and basal bodies are highly polyglutamylated with long Glu side chainsand 

this modifications are related to function in generating or maintaining the stability of the 

organelle (Bobinnec et al., 1998; Geimer et al., 1997). 

Aberrant glutamylation are related to different diseases. Disturbed 

polyglutamylation and tyrosination/detyrosination are mediators of cancer progression 

(Soucek et al., 2006; Kato et al., 2004) and hiperglutamylation has been associated to 

neurodegeneration in mouse models and can be reversed by TTLL1 inhibition (Rogowski et 

al., 2010). In this work we showed that the serine 1136 of TTLL4 is important for its 

activity. Inhibitors of tubulin tyrosination and deacetylation are not only promising 

therapeutic candidates for cancer treatment (Dal Piaz et al., 2009; Lane et al., 2009) but 

also have contributed to our knowledge about the biological roles of these enzymes. So, 

polyglutamylase inhibitors/ regulators could also work similarly.  

Westermann and colleagues (2002) reported for the first time an CfNek present in a 

highly purified preparation of tubulin polyglutamylase. Isolated cytoskeletons from 

Crithidia fasciculate was used to purify glutamylation activity by ATP-affinity 

chromatography and the CfNek was copurified. However, the expression of CfNek in E. 

coli or insect cells did not show phosphorylation or glutamylation activity that could be due 

to wrong folding, the lack of some activation step or the necessity to work in a complex 

(Westermann et al., 2002). Despite to indicate the role of CfNek in polyglutamylation, it 

was not showed any directly catalyse of glutamylation suggesting that the role of CfNek is 

similar to Nek5 that alters the level of polyglytamylation through phosphorylation of 

effector enzymes (TTLL4 for example). 

The relation between Neks and members of TTLL family needs to be more 

explored. The regulation of TTLL4 by Nek5 and the fact that centrosome stability depends 

upon tubulin polyglutamylation (Bobinnec et al., 1998b) and Nek2 kinases from different 

organisms are involved in centrosome maturation and integrity (Fry et al., 1998; Uto and 

Sagata, 2000) indicates that this two family of proteins are more related to the hypothesized 

until the moment. 
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Figure 1: Nek5 interacts with TTLL4. a) The colonies grew in selective medium SD-WLAH with 

aureobasidin and X-α-Gal. In addition to the reporter gene Auri-C were also activated the genes MEL1, 

ADE2 His3 as indicators of interaction between the proteins. b) The table indicates the identified region of the 

TTLL4 by yeast two-hybrid screening. The C-terminal region of hNek5 (260-708) was positive to interact 

with the region of TTLL4 (895-1189aa). c) Stable cells expressing Nek5-FLAG were induced with 2ug/mL of 

tetracycline and fractionated in cytoplasm and mitochondria. 1ug of proteins were used to immunoprecipitate 

Nek5 using an anti-FLAG resin, after elution the proteins were separated by SDS-PAGE and blotted to 

nitrocellulose membrane. TTLL4 co-immunoprecipitated with Nek5 as accessed with anti-TTLL4 antibody. 
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Figure 2: The effect of Nek5 in different truncations TTLL4 and its corresponding enzymatic activity 

was determined. a) Schematic representation of the TTLL constructs used. The sequences expressed for each 

truncated version are depicted as black bars underneath the pictograms of the full-length TTLL proteins. 

Domains dispensable or required for autonomous activities are shown. B, c and d) Analysis by western blot of 

truncations TTLL4 and 5 in polyglutamylation in the presence of stable cells for Nek5 and silenced for this 

protein. E) In vitro experiment for polyglutamylase activity: Tubulins from brain were subjected to in vitro 

polyglutamylation assays with extracts from Nek5 and shRNA-Nek5 cells expressing the respective TTLL-
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EYFP proteins. F) Membrane used on in vitro polyglutamylase activiy stained with Ponceau showing the 

loading of proteins. 

 

 

Figure 3: Nek5 decreased  TTLL4 activity. shRNA-Nek5 and stable-Nek5 cells transfected with EYFP-

TTLL4 or EYFP-TTLL5 were sorted by flow cytometry. A) cells transfected with EYFP-TTLL4 were lysed 

and analyzed by western-blot.  B) The protein extract from EYFP positive cells  were immunoprecipitated 

using GFP-beads for TTLL5 purification. C) Phosphorylated residues detected in TTLL4 and TTLL5. 
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Figure 4: The serine 1136 is important for TTLL4 activity. Based on the residues identified by mass 

spectrometer, phosphomimetic mutants were generated. Hek293T, shRNA-Nek5 and stable-Nek5 cells 

transfected with EYFP-TTLL4 and EYFP-TTLL5 were stained with anti-GT335 and anti-mouse Alexa®568 

and analyzed by flow cytometer. The EYFP-TTLL4 mutants were transfected in Hek293T (B), shRNA-Nek5 

(C) and stable-Nek5 cells (D). EYFP-TTLL5 mutants were transfected in Hek293T (F), shRNA-Nek5 (G) and 

stable-Nek5 cells (H).  
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As Neks representam a terceira maior família de cinases envolvidas na regulação do 

ciclo celular. Embora os membros desta família compartilhem alta similaridade em seu 

domínio catalítico, o domínio regulatório possui clássicas regiões de interação proteína-

proteína, como a região coiled–coil. Dessa forma, a diversidade de substrato, bem como os 

diferentes processos biológicos aos quais estas proteínas estão relacionadas, se devem a 

diversidade do domínio regulatório (Artigo I). A identificação de parceiros de interação 

com cinases possui informação relativamente restrita na literatura devido a fraca e 

transiente interação entre as proteínas. 

Neste trabalho é possível observar no artigo I uma revisão bibliográfica da família 

das Nek cinases e os principais avanços sobre cada um dos 11 membros da família das 

Neks. Em linhas gerais postulamos que cada membro da família deve estar envolvido em 

pelos menos um dos processos biológicos: função centriolar/mitose, cílio 

primário/ciliopatias e na resposta a dano de DNA. Além destas funções, a rede de interação 

entre as Neks e outras proteínas permitiram observar que as elas podem regular outros 

processos biológicos, tais como a morte celular. A Nek6 por exemplo interage com 

proteínas associadas ao processo de apoptose, como a proteína cinase serina/treonina PAK6 

(PAK6), proteína cinase serina/threonina Sgk1 (SGK1) e o complexo DBIRD (Meirelles et 

al., 2010). A Nek1 também atua no processo apoptótico através da fosforilação do canal 

aniônico voltagem dependente (VDAC). VDAC é um complex poro que funciona como 

canal de voltage dependente de anion e como poro de permeabilidade que regula a 

liberação de citocromo c para o citoplasma, necessário para iniciar os eventos apoptótico 

(Chen et al., 2009).  

Como a região regulatória é a principal região de interação das Nek cinases e seus 

substrates, foi utilizada a região regulatória de Nek5 (260-708 aa.) para o screening de 

parceiros por duplo híbrido. Foram obtidos 10 parceiros de interação com Nek5: MTX2, 

SNX6, c6orf225, DCAF10, CAP2, BCLAF1, SETDB1, TTLL4, TOPO2B e COX11. 

Experimentos de imunoprecipitação de Nek5 seguido por espectrometria de massas 

também revelaram diversos pontenciais alvos para Nek5. Dentre as proteína identificadas 

por Y2H, três apresentaram localização mitochondrial (COX11 e MX2) ou com função 

relacionada a mitochondria (BCLAF1). A tabela dos parceiros identificados encontra-se no 

anexo deste trabalho. No artigo II exploramos a interação entre Nek5 e estas proteínas 
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mitochondrias, bem como o papel de Nek5 no processo de morte cellular. Além da 

localização nuclear e citoplasmática, novas localizações estão sendo recentemente 

atribuídas as Neks. Nek1, já foi identificada como uma proteína mitocondrial e mostramos 

neste trabalho que Nek5 também está localizada nesta organela (Chen et al., 2009). Células 

expressando estavelmente Nek5 ou células silenciadas para a expressão desta proteína 

foram tratadas com a tapsigargina. Células silenciadas para Nek5 apresentaram uma morte 

acentuada após o tratamento com a tapsigardina e de taxas elevadas de formação de 

espécies reativas de oxigênio, sugerindo que Nek5 possa atuar como uma proteína anti-

apoptótica, assim como o papel desenvolvido por Nek1. O papel de Nek5 na morte cellular 

pode ocorrer via interação entre Nek5 e suas presas, uma vez que MTX2, BCLAF1 e 

COX11 possuem papel relacionado a morte celular. MTX1 e MTX2 estão envolvidas na 

morte celular induzida por TNFα (Wang et al., 2001; Mazumder et al., 2007) e a depleção 

de MTX2 provoca uma deficiência na importação de VDAC e Tom40 (Abdul et al., 2000). 

BCLAF1 pode regular negativamente o processo de reparo mediado pelo complexo 

Ku70/p18-ciclinaE promovendo a apoptose (Zeviani et al., 1998). E em células silenciadas 

ou mutadas para Cox11 apresentaram hipersensibilidade a tratamentos com peróxido de 

hidrogênio (Pungartnik et al., 1999). Em linhas gerais, apresentamos no artigo II as 

primeiras evidências sobre o papel de Nek5 no processo de morte celular, uma vez que o 

único artigo existente na literatura sobre a Nek5 associa esta proteína com a diferenciação 

muscular após clivagem por Caspase-3 (Shimizu et al., 2013).  

O interação entre Nek5 e TTLL4 também foi explorada em parceria com o Dr. 

Carsten Janke do Institut Curie. O artigo II apresenta os principais resultados obtidos desta 

caracterização de interação. A TTLL4 (tubulina poliglutamilase 4) está envolvida na 

iniciação da poliglutamilação. A poliglumatamilação é uma modificação pós traducional no 

qual cadeias laterais de glutamato são adicionadas à região C-terminal de proteínas (Eddé et 

al., 1990; Redeker et al., 1994). O papel da poliglutamilação no contexto celular ainda não 

está bem esclarecido, porém, acredita-se que esta modificação regule a interação entre 

proteínas. As tubulinas são os principais substratos para poliglutamilação principalmente 

em neurônios, células em divisão, midbodies, centrossomos e cílios e flagelos (xxx) e 

podem modular a associação dos microtúbulos com proteínas motoras (Bonnet et al., 2001; 

Boucher et al., 1994; Larcher et al., 1996). Além das tubulinas, as proteínas TTLL4 e 
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TTLL5 são capazes de glutamilar diversas proteínas como PELP1 cuja glutamilação esta 

envolvida com o processo de remodelamento da cromatina em células de câncer 

pancreático (Kashiwaya et al., 2010). Após transfecção de TTLL4 em células expressando 

estavelmente Nek5 os níveis de proteínas poliglutamiladas reduziram drasticamente, ao 

passo que células silenciadas ou expressando estavelmente a versão kinase dead 

apresentaram níveis elevados de poliglutamilação. Células com Nek5 ou silenciadas foram 

transfectadas com TTLL4 e as células TTLL-positivas foram separadas por citometria de 

fluxo e analisadas por western blot. Na presença de Nek5 duas bandas foram observadas 

por western blot, sugerindo fosforilação. As bandas relativas a TTLL4 foram analisadas por 

espectrometria de massas e diversos resíduos foram identificados como fosforilados. Em 

linhas gerais, demonstramos neste trabalho que a fosforilação de TTLL4 por Nek5 pode 

inativar esta proteína e o processo de poliglutamilação de tubulinas e outros substratos. A 

poliglutamilação está envolvida com a estabilidade de centrossomos (Bobinnec et al., 

1998b) e a Nek2 envolvida na sua maturação e integridade (Fry et al., 1998; Uto and 

Sagata, 2000) sugerindo  que estas famílias de proteínas estão mais relacionadas do que 

hipotetizado até o momento. A relação entre os membros das famílias Nek e TTLL 

precisam ser melhor explorados porém com este trabalho o primeiro passo já foi dado no 

sentindo de estabelecer uma nova função para a família das Neks.  

Este projeto direcionou-se portanto, no sentido de desvendar funcionalmente a 

proteína humana hNek5. Em linhas gerais, este projeto identificou potenciais vias de 

sinalização da Nek5 humana, com ênfase na morte celular e no processo de 

poliglutamilação. As informações obtidas por este trabalho são as primeiras sobre a função 

de Nek5 no contexto celular e contribuem, não somente para o campo da biologia 

molecular, como para futuros estudos visando o maior conhecimento sobre o membros da 

família das Neks.  



 
94



 
95

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 
96



 
97

Muitos avanços tem sido realizados no intuito de expandir o conhecimento sobre os 

membros da família das Neks, entretanto, alguns membros desta família, principalmente a 

Nek5, continuam sendo negligenciados quanto às suas funções. No presente trabalho foi 

realizada a caracterização funcional de Nek5. Foram realizados ensaios funcionais, 

moleculares e bioquímicos para caracterizar os parceiros de interação da Nek5 e as funções 

atribuídas a esta proteína. 

Em linhas gerais este trabalho conclui que: 

• No artigo de revisão foi realizada uma análise detalhada atual sobre cada uma das 

11 Neks e seu envolvimento principalmente na formação de centrossomos e mitose; 

formação de cílios primário e ciliopatias; e respostas a danos de DNA.  

• O duplo híbrido em leveduras foi realizado utilizando-se o sistema Matchmaker 

GAL4 (Clontech Laboratories, Inc) no qual a isca foi a região C-terminal da proteína Nek5. 

No total 10 proteínas foram identificadas: MTX2, SNX6, DCAF10, C6orf225, CAP2, 

BCLAF1, SETDB1, TTLL4, TOP2B e COX11. A interação com algumas destas proteínas 

foram caracterizadas neste trabalho e outras ainda precisam ser exploradas.  

• Uma vez que interagem com proteínas mitocôndrias a localização mitocondrial de 

Nek5 foi avaliada por microscopia confocal e fracionamento de mitocôndrias seguido por 

western blot, confirmando a presence de hNek5 neste microambiente. 

• Ensaios de apoptose mostraram que células silenciadas para Nek5 apresentam maior 

sensibilidade ao tratamento com tapsigargina (2 �M), além de apresentarem níveis elevados 

de ROS. 

• A atividade da cadeia respiratória mitocondrial estava diminuída após 

superexpressão de hNek5, especialmente nas etapas de transferência de elétrons do TMPD 

para o citocromo c e no complexo II.  

• A interação de Nek5 com TTLL4 foi confirmada por imunoprecipitação e ensaios in 

vitro e in vivo demonstraram que na presença de Nek5 a atividade de TTLL4 é diminuída, e 

consequentemente a poliglutamilação de proteínas. Células silenciadas para a Nek5, assim 

como células que expressam a versão "kinase dead" de Nek5, apresentaram por western 

blot e ensaio in vitro de atividade poliglutamilação um aumento na poliglutamilação de 

proteínas após transfecção com TTLL4, o que não pode ser observado na presence de 

hNek5. 
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• Ensaios de imunoprecipitação seguido por espectrometria de massas permitiram a 

expansão do conhecimento sobre proteínas que interagem direta ou indiretamente com 

Nek5. No total 225 proteínas foram capazes de imunoprecipitar com Nek5. As proteínas 

identificadas estão envolvidas em processos biológicos como: expressão gênica, 

transcrição, tradução, apoptose e morte celular.  

• A parceria entre o SGC e LNBIO permitiu a expressão em larga escala em bactéria 

das cinases Nek1, 6 e 7; além de ter resolvido a estrutura da Nek1 na presença e ausência 

de compostos inibitórios (PDB número  4B9D e 4APC respectivamente). 
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Duplo híbrido em leveduras 

 
O sistema duplo híbrido em levedura é uma poderosa metodologia para identificar 

proteínas que interagem com proteínas alvo in vivo, fornecendo a possibilidade do estudo 

das interações dessas proteínas em sua conformação original. Este sistema também pode ser 

utilizado para delinear domínios ou resíduos críticos de aminoácidos envolvidos nesta 

interação (Fields & Sternglanz, 1994; Park et al., 2008). Nesse sentido, é bastante relevante 

empregar o sistema duplo hibrído em levedura para identificação de possíveis parceiros de 

interação da Nek5 humana, buscando desvendar as vias de sinalização e os mecanismos 

funcionais aos quais a Nek5 pode estar envolvida no ciclo celular.  

Neste trabalho foi utilizado o sistema Matchmaker GAL4 (Clontech Laboratories, 

Inc) no qual a isca foi a região C-terminal da proteína Nek5 clonada em vetor PGBKT7 e 

expressa em fusão com o domínio de ligação ao DNA Gal4 (DNA-BD) e tranformadas em 

cepa de S. cerevisiae Y2HGold (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4 , 

gal80 , LYS2 : : GAL1UAS–Gal1TATA–His3, GAL2UAS–Gal2TATA–Ade2 URA3 : : 

MEL1UAS–Mel1TATA AUR1-C MEL1). A biblioteca Mate & Plate foi comercialmente 

clonada em vetor pGAD  e transformada na cepa de S. cerevisiae Y187 (MATα, ura3-52, 

his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4�, met–, gal80�, URA3 : : GAL1UAS-

GAL1TATA-lacZ; Harper et al., 1993; AD = Fields & Song, 1989; Chien et al., 1991).  

Neste sistema, quando a isca interage com alguma proteína da biblioteca o DNA-

BD e AD ficam próximos o suficiente para ativar fatores de transcrição de quatro genes 

repórter independentes (AUR1-C, ADE2, HIS3, e MEL1) aumentando a seletividade do 

sistema. A AUR1-C é uma versão dominante do gene AUR1 que codifica a enzima inositol 

phosphoryl ceramide synthase e é expressa em Y2HGold em resposta a interações proteína-

proteína, em Saccharomyces cerevisiae e sua expressão confere resistência (AbAr) a droga 

Aureobasidina A. Adicionalmente, Y2HGold é incapaz de crescer em meio ausente em 

histidina, entretanto, quando isca e presa interagem é ativado o gene His3 permitindo que a 

célula biosintetize este aminoácido, assim como ocorre para o gene ADE2 que codifica para 

adenina. MEL1 é outro gene repórter deste sistema que codifica a enzima α-galactosidase. 

Em resposta interação entre isca e presa, MEL1 é expressa e a colônia se torna azul em 

presença do substrato cromogênico X-α-Gal. A biblioteca Mate & Plate (Clontech 
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Laboratories, Inc) é normalizada, e dessa forma, uma menor quantidade de clones é 

necessário para ser detectado, uma vez que a representação de cada gene é equalizada, 

diminuindo significativamente a abundância de genes housekeeping. Este sistema utiliza a 

habilidade natural de linhagens de leveduras haplóides como Y187 e Y2HGold para 

interagir uma com a outra para formar uma célula diplóide, favorecendo a introdução de 

toda a biblioteca.  

Para a conjugação das cepas Y187 contendo a biblioteca e Y2HGold contendo Nek5 

clonado em pGBKT7 foi coletada uma colônia de Y2H+pGBKT7-Nek5 e inoculada em 

50mL de SD-W em meio líquido e incubada a 30⁰ C a 250 rpm até atingir OD600 de 0,8. 

As células foram centrifugadas a 1000 g por 5 min e o pellet ressupendido em 10mL de 

SD-W. Em seguida foi adicionado a estas células 1mL de Biblioteca Universal Mate & 

Plate (Clontech) e incubadas a 30°C por 30 horas com agitação de 40 rpm. Após este 

período as células foram centrifugadas, ressupendidas 10mL de 0,5xYPDA/Kan líquido, 

plaqueadas em placas SD-WL contendo aureobasidina, antibiótico utilizado para o seleção 

de clones que tiveram interação proteína-proteína, e incubadas em estufa a 30°C até o 

surgimento de colônias. As colônias que cresceram em placas SD-WL Aureobasidina foram 

repicadas para placas mais seletivas SD –WLAH contendo aureobasidina e X-α-Gal (Fig. 

5). Para identificar o cDNA clonado no vetor presa (biblioteca) foi realizado o isolamento 

de DNA plasmidial de levedura sugerido pelo Clontech dos clones positivos. O DNA 

plasmidial foi amplificado em E. coli (DH5α), utilizando-se o antibiótico de seleção do 

plasmídeo da biblioteca, e então seqüenciado com os primers (sense) indicados pelo 

fabricante da biblioteca. As seqüências obtidas foram submetidas à análise no banco de 

dados GenBank (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e analisadas através do programa 

BLASTX (Altschul et al., 1997). 
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Figura 5: Colônias obtidas pelo sistema de duplo híbrido utilizando como isca a proteína hNEk5. A) 

Colônias que cresceram em meio seletivo SD-WL contendo aureobasidina. O crescimento em aureobasidina 

representa que as colônias ativaram o gene repórter AuriC. B) Colônias que cresceram em meio ainda mais 

seletivo SD-WLAH contendo aureobasidina e X-α-Gal.. Além do gene repórter AuriC foram ativados os 

genes Mel1, His3 e Ade2 como indicadores de interação entre as proteínas. O clone B9 é o controle positivo 

contendo a proteína p53 e T7. 

 
A tabela 3 apresenta as proteínas identificadas por duplo híbrido como interactoras 

de Nek5. Ao total 10 proteínas foram identificadas e estão envolvidas em diferentes 

processos celulares. Três destas proteínas estão localizadas ou envolvidas com processos 

mitocondriais e foram abordadas no artigo II do presente trabalho. São elas Metaxina-2 

(MTX2), proteína de montagem do citocromo c oxidase (COX11) e fator 1 de transcrição 

associado a Bcl2 (BCLAF1).  

A proteína Metaxina-2 está ligada a membrana mitocondrial externa e juntamente 

com a Metaxin-1 sugere-se que estejam envolvidas na importação de proteínas para a 

mitocôndria (Armstrong & Bornstein, 1999). Ela tem seus níveis de expressão aumentados 

em diferentes tipos de câncer como o de próstata (Lexander et. al, 2006) e é requerida para 

a morte celular induzida por TNF (Wang et al., 2001). A MTX2 esta ainda envolvida na 

biogênese do canal seletivo de voltagem dependente de ânion (VDAC) que é responsável 

pela troca de metabólitos entre o citosol e mitocondria e tem sido correlacionado a 

diferentes formas de apoptose (Kozjak-Pavlovic et al., 2007 e Cheng et al., 2003). A 

proteína Cox 11, presente na membrana mitocondrial interna, é essencial para o 
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crescimento respiratório e está envolvida na biogênese do centro CuB da enzima citocromo 

c oxidase envolvida no passo final da cadeia respiratória mitocondrial, no qual o oxigênio é 

reduzido a água (Greiner et al., 2008). Ela é responsável ainda pela entrega de cobre (Cu) 

ao centro CuB do citocromo c oxidase, (Carr et al., 2002).  A proteína BCLAF1, por sua 

vez, interage com membros antiapoptóticos da família BCL2 atuando como indutor de 

apoptose (Kasof et al., 1999). Ela está reduzida ou ausente em células tumorais, sendo 

considerada agente supressor de tumor (Sarras et al., 2010). BCLAF1 também participa 

como repressor de transcrição e em processos como desenvolvimento pulmonar 

(McPearson et al., 2009), ativação de células T e controle da infecção lítica do sarcoma de 

Kaposi (Ziegelbauer et al., 2009).  

 

Tabela 3: Proteínas que interagem com hNek5 identificadas por Duplo Híbrido. 

Proteína 
(Blastx) 

Gene Número 
de acesso 

Resíduos 
identificados 

Fram
e 

Cobertur
a % 

Processo biológico 

metaxin 2 MTX
2 

NP_0065
45.1 

4-181, 207-
261 

1 58 Processos celulares 
metabólicos, direcionamento 
de proteínas para a mitocôndria 

sorting nexin 
6 

SNX6 EAW659
16.1 

9-289 1 74 Comunicação celular, 
transporte de proteínas 
intracelular 

UPF0731 
protein 
C6orf225 

C6orf
225 

NP_0010
28736.1 

1-80. 1 22   

DDB1- and 
CUL4-
associated 
factor 10 

DCA
F10 

XP_0028
19646.1 

97-221 2 37 Ubiquitinação de proteínas 

CAP, 
adenylate 
cyclase-
associated 
protein, 2 
(yeast) 

CAP2 CAI1225
0.1 

131-410 1 87 Ativação de adenilato ciclase, 
estabelecimento ou 
manutenção da polaridade 
celular, transdução de sinal 

BCL2-
associated 
transcription 
factor 1 

BCL
AF1 

NP_0010
70909.1 

677-725 1 13 Indução de apoptose, regulador 
negative da transcrição, 
regulador positive da via 
intrínseca da apoptose, 
regulador de resposta a danos 
de DNA 

SET domain, 
bifurcated 1 

SETD
B1 

AAH286
71.1 

602-670 3 35 Regulação da transcrição, 
transcrição DNA dependente 

tubulin 
polyglutamyl
ase TTLL4 

TTLL
4 

NP_0554
55.3 

895-1189 3 81 Poliglutamilação de proteínas 

DNA TOP2 AAC774 1283-1347 1 56 Mudança topológica de DNA, 
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topoisomerase 
II beta 

B 32.1 transição G2/M do ciclo 
celular, segregação de 
cromátides irmãs, checkpoint 
de ciclo celular 

cytochrome c 
oxidase 
assembly 
protein 
COX11,  

COX
11 

XP_0028
27408.1 

91-287 2 51 Montage do complex IV da 
cadeia respiratória, troca de 
gases respiratórios 

 

Outra importante proteína identificada foi a tubulina poliglutamilase (TTLL4) que 

está envolvida na glutamilação de proteínas. A caracterização desta proteína pode ser 

observada no artigo III desta tese. A poliglumatamilação é uma nova modificação pós 

traducional no qual cadeias de glutamato são formadas na proteína (Eddé et al., 1990; 

Redeker et al., 1994). Domínios ricos em repetições de glutamina podem formar estruturas 

em α-hélices e coiled-coil levando a agregação de proteínas. Esta agregação está associada 

a diversas doenças como formação do peptídeo β-amilóide e mal de Alzheimer 

(Michelitsch & Weissman, 2000, Link & Saldi, 2012). Repetições de glutamina podem 

ainda ter um “papel natural” na indução de morte celular que se torna desregulada em 

doenças neurodegenerativas. Além das tubulinas, as proteínas TTLL4 e TTLL5 são capazes 

de glutamilar diversas proteínas como PELP1 cuja glutamilação esta envolvida com o 

processo de remodelamento da cromatina em células de câncer pancreático (Kashiwaya et 

al., 2010). Além das funções anteriormente descritas. TTLL4 ainda participa do processo de 

poliglutamilação de tubulinas, no qual foi primeiramente descoberto este tipo de 

modificação. A poliglutamilação ocorre na região C-terminal, responsável pela ligação de 

diversas proteínas motoras e associadas aos microtúbulos. Assim, acredita-se que a 

poliglutamilação de tubulinas pode modular a associação dos microtúbulos com estas 

proteínas motoras (Bonnet et al., 2001; Boucher et al., 1994; Larcher et al., 1996). 

Foram identificadas ainda as proteínas Sortin Nexin 6 (SNX6), Fator 10 associado a 

DDB1- e CUL4 (DCAF10), Proteína 2 associada a adenilato ciclase (CAP2) e DNA 

topoisomerase II beta (TOPO2B). A SNX6 pertence a família das proteínas SNX 

envolvidas com o transporte de vesículas e sorting de proteínas (Worby and Dixon, 2002). 

Okada e colaboradores (2010) identificaram a interação de SNX6 com a BACE1 que 

promove a primeira clivagem do precursor β-amilóide para formação do peptídeo β-

amilóide na doença de Alzheimer. É possível observar que tanto TTLL4 quanto SNX6 
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parecem estar relacionadas ao surgimento de doenças como a de Alzheimer. Neste contexto 

no futuro pretendemos avaliar se hNek5 exerce algum tipo de função neste tipo de 

patologia. A SNX6 também está envolvida no transporte intracelular de receptores de 

membrana e interage com o TGFβ, EGF e insulina. Está localizada no citoplasma em um 

complexo protéico denominado retrômero que medeia o transporte retrógrado de membrana 

cargo dos endossomos para o trans-Golgi (Parks et al., 2001). A proteína CAP2, também 

identificada por duplo híbrido, possui pouca informação em bancos de dados, mas, 

acredita-se que ela tenha funções similares a CAP1, outro membro da família com a qual 

compartilha 64% de identidade (Yu et al., 1994). CAP1 está superexpressa em câncer 

pancreático e está envolvida na motilidade celular de cânceres (Yamazaki et al., 2009). As 

CAPs são moléculas multifuncionais e em Candida albicans CAP1 regula a transição Bud-

Hypha, o crescimento de filamentos e os níveis de cAMP necessários para sua virulência. 

(Bahn & Sundstrom, 2001). Em eucariotos elas estão relacionadas ao remodelamento do 

citoesqueleto de actina (Deeks et al., 2007) e ativação dependente de Ras regulando 

crescimento celular e diferenciação (Shima et al., 2000). 

Para entender melhor as proteínas identificadas em um contexto mais global 

submetemos os cromatogramas obtidos do sequênciamento das presas à plataforma 

Integrated Interactome System (http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/lnbio/interactome/) 

desenvolvida pela Dra. Gabriela Meirelles (Carazzolle et al., 2014). Esta plataforma utiliza 

a ferramenta de alinhamento Blast (banco de dados do NCBI) para a análise das sequências. 

Como pode ser observado na figura 6 o programa compara diferentes bancos de dados de 

interações, criando uma rede em nível primário da proteína alvo (hNek5 em vermelho) com 

as proteínas identificadas pelo duplo híbrido e interações descritas nos bancos de dados 

(círculos em azul). Além disso, é possível ainda, formar uma rede em segundo nível no qual 

proteínas que interagem com as iscas identificadas também são adicionadas à rede (círculos 

em verde). Como as informações sobre hNek5 e seus parceiros são restritas, a utilização da 

plataforma não permitiu adicionar informações quanto a parceiros diretos da hNek5, mas 

nos permitiu agrupar estes parceiros, assim como descobrir proteínas que interagem com 

mais de uma proteína como foi o caso de SRRM1, HDAC1, HDAC2 e SUMO3, sugerindo 

vias convergentes de ação das proteínas identificadas. 
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Figura 6: Rede de interações da proteína humana Nek5. A rede de interações de hNek5 possui 10 

proteínas que interagiram diretamente com hNek5 por duplo híbrido (nodos azuis). Os 164 nodos verdes 

representam proteínas que interagem com estes parceiros de acordo com o programa Integrated Interactome 

System desenvolvido por nosso grupo. 

 
Considerando os resultados obtidos pelo sistema de duplo híbrido foi utilizada a 

microscopia confocal para observar se as proteínas identificadas colocalizavam com 

hNek5, tornando possível a interação entre estas. A colocalização destas proteínas pode ser 

observada nas figuras 7 e 8 e foram realizadas em células de osteosarcoma, U2OS (Fig. 7), 

e de câncer de mama, MCF7 (Fig. 8). hNek5 endógena foi marcada em vermelho com 

Alexa-594, ao passo que as presas foram marcadas em verde com Alexa-488. A imagem 

sobreposta (merge) mostra uma ampla distribuição da hNek5 no núcleo e citoplasma. A 

análise de colocalização foi realizada pelo programa Zen Light blue edition e representa as 

regiões da célula onde isca e presa colocalizaram. A partir destas imagens é possível 

afirmar que hNek5 colocaliza com todas as proteínas testadas em diferentes regiões da 

célula. A proteína Topoisomerase IIB, apesar de ser nuclear apresentou forte colocalização 

com hNek5. DCAF e MTX2 são proteínas citoplasmáticas e mitocondriais respectivamente, 
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e também apresentaram significativa colocalização com hNek5. Desta forma é possível 

observar que hNek5 apresenta uma ampla distribuição nas células, sendo encontrada no 

núcleo, citoplasma e mitocôndrias até o presente momento.  

 

 
Figura 7: hNek5 colocalizou com todas as proteínas testadas na linhagem celular humana de 

osteosarcoma, U2OS. Em vermelho hNek5 marcada com Alexa 594 e em verde, presas identificadas ao lado 

esquerdo da figura, marcadas com Alexa 488. Os núcleos foram corados com Hoenchst. A coluna 

colocalização representa a imagem gerada pelo programa Zen 2009 da colocalização de hNek5 e suas 

respectivas presas. 
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Figura 8: hNek5 colocalizou com todas as proteínas testadas na linhagem celular humana de 

adenocarcinoma de mama, MCF7. Em vermelho hNek5 marcada com Alexa 594 e em verde, presas 

identificadas ao lado esquerdo da figura, marcadas com Alexa 488. Os núcleos foram corados com Hoenchst. 

A coluna colocalização representa a imagem gerada pelo programa Zen 2009 da colocalização de hNek5 e 

suas respectivas presas. 
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Fracionamento e Espectrometria de Massas 

O estudo de moléculas que interagem com uma proteína pode ser fundamental para 

a compreensão da sua função. Através da proteômica, muitos avanços têm sido feitos em 

diferentes áreas. As ferramentas utilizadas para a análise do proteoma geralmente incluem 

inicialmente a extração do material proteico de um modelo biológico que pode ter sofrido 

uma condição diferente da normal, como por exemplo, a super expressão de proteínas alvo. 

As proteínas de interesse são separadas do total para identificação através de técnicas mais 

refinadas como espectrometria de massas.  

O ensaio de duplo híbrido permitiu a identificação de algumas proteínas parceiras de 

hNek5. Muito foi avançado a partir destes resultados, como por exemplo, a descoberta da 

localização mitocondrial de hNek5 e seu envolvimento em processos como morte celular e 

poliglutamilação. Tendo em vista a presença de hNek5 no microambiente mitocondrial 

utilizamos da estratégia de imunoprecipitação para verificar a interação in vitro de extratos 

protéicos provenientes de células expressando estavelmente hNek5-Flag e vetor Flag vazio. 

As células em questão foram fracionadas utilizando o kit Qproteome® Mitochondria 

Isolation (Qiagen) e as proteínas das frações de citoplasma e mitocôndria foram submetidos 

a imunoprecipitação com o resina anti-FLAG M2® (Sigma). As proteínas 

imunoprecipitadas e os imunocomplexos gerados foram eluídos da matriz sólida com 

tampão de amostra contendo SDS, aquecidas a 100°C, corridas em gel SDS-PAGE, coradas 

com prata e coomassie e analisadas por espectrometria de massas. Este experimento foi 

realizado em triplicata e a figura 9 representa as amostras de citoplasma e mitocôndria de 

ambas as linhagens celulares que foram separadas por SDS-PAGE e coradas com prata 

(Fig. 9). Os imunoprecipitados foram digeridos com tripsina e avaliados no espectrômetro 

de massa do tipo Eletrospray Q-Tof no modo positivo para a obtenção de espectros do tipo 

MS-MS. A análise dos dados foi feita utilizando o software MASCOT e o Swiss prot como 

banco de dados, disponível na internet, considerando apenas sequências humanas. 

Amostras do clone estável apenas para o vetor FLAG vazio foram utilizadas como controle 

e apenas as proteínas que não apareceram em nenhuma das triplicatas do grupo FLAG e 

que apareceram pelo menos em uma das triplicatas de hNek5 FLAG foram utilizadas nas 

análises subseqüentes. As proteínas que interagem direta ou indiretamente com hNek5 nas 
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frações de citoplasma estão demonstradas na tabela 4 e as proteínas das frações 

mitocondriais apresentadas na tabela 5. 

 

 
Figura 9: Gel de eletroforese em poliacrilamida SDS-PAGE das amostras de imunoprecipitação 

submetidas a espectrometria de massas. As amostras foram aplicadas em triplicata, fracionadas, submetidas a 

digestão com tripsina e analisadas por espectrometria de massas. 
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Tabela 4: Proteínas identificadas na fração mitocondrial de células hNek5-FLAG. - Identificação por espectrômetro de massas das proteínas 

detectadas na fração mitocondrial de células hNek5-FLAG após imunoprecipitação.  

Acesso Descrição Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MW [kDa] calc. pI 

P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  2 1 3 36,0 8,46 

P29692 Elongation factor 1-delta 7 2 1 31,1 5,01 

P54819-5 Isoform 5 of Adenylate kinase 2 3 2 3 24,6 6,70 

P60174-4 Isoform 4 of Triosephosphate isomerase 2   1 17,9 5,58 

P30041 Peroxiredoxin-6 5 3 1 25,0 6,38 

P21912 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit 3 4 4 31,6 8,76 

M0R208 ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit 3 1 2 20,6 5,50 

P52597 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 3 1   45,6 5,58 

F8W020 Nucleosome assembly protein 1-like 1 3     24,4 4,51 

M0R0Z3 General transcription factor IIF subunit 1 2     14,7 9,88 

O60506-4 Isoform 4 of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q 5 3 3 58,7 7,56 

Q00688 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP3 3 1   25,2 9,28 

P43686-2 Isoform 2 of 26S protease regulatory subunit 6B 4     43,5 5,26 

F5H3X9 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform 7 1 1 59,2 5,68 

E9PM69 26S protease regulatory subunit 6A 5     44,3 5,05 

P06748-2 Isoform 2 of Nucleophosmin 4 1 1 29,4 4,61 

Q5RKV6 Exosome complex component MTR3 2     28,2 6,28 

E9PDU6 Calponin-3 2     20,2 9,42 

K7EL96 Perilipin-3 2     18,1 5,34 

P12004 Proliferating cell nuclear antigen 5     28,8 4,69 

Q9NTK5 Obg-like ATPase 1 5     44,7 7,81 

K7ENH2 Proteasome activator complex subunit 3 2     20,6 5,34 

E9PJ81 UBX domain-containing protein 1 2     32,6 5,14 
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Acesso Descrição Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MW [kDa] calc. PI 

Q5VU61 Tropomyosin alpha-3 chain 3     26,3 4,84 

K7EMD6 Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein alpha 2     17,8 4,75 

H3BU31 60S ribosomal protein L4 3 1   19,0 11,72 

F5GZ27 Lon protease homolog 6 4 4 85,6 6,04 

Q12904 Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting multifunctional protein 4     34,3 8,43 

Q5SQT6 Inorganic pyrophosphatase 3     20,0 5,25 

P50454 Serpin H1 3 4   46,4 8,69 

O43399-6 Isoform 6 of Tumor protein D54 2     17,5 6,60 

Q12906-5 Isoform 5 of Interleukin enhancer-binding factor 3 4 3 2 74,6 8,24 

P49006 MARCKS-related protein 2 4 2 19,5 4,67 

Q99614 Tetratricopeptide repeat protein 1 3     33,5 4,84 

P50897 Palmitoyl-protein thioesterase 1 3 2   34,2 6,52 

B5MCY6 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 2     25,6 5,02 

J3QL05 Serine/arginine-rich-splicing factor 2 2     15,1 10,96 

Q9Y3Y2-4 Isoform 3 of Chromatin target of PRMT1 2     21,9 11,97 

P31948 Stress-induced-phosphoprotein 1 4 2   62,6 6,80 

Q9UBV8 Peflin 3     30,4 6,54 

Q92820 Gamma-glutamyl hydrolase 2 1   35,9 7,11 

P31942-3 Isoform 3 of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 2 1 1 31,5 7,31 

K7EPL2 SUMO-activating enzyme subunit 2 2     29,8 6,42 

Q9UHD9 Ubiquilin-2 4     65,7 5,22 

Q14257 Reticulocalbin-2 2 1 1 36,9 4,40 

P36543 V-type proton ATPase subunit E 2     26,1 8,00 

Q9UNZ2-4 Isoform 2 of NSFL1 cofactor p47 2     37,3 5,11 

Q92522 Histone H1x 2     22,5 10,76 

P20645 Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor 2     31,0 5,83 
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Acesso Descrição Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MW [kDa] calc. pI 

H0YI98 Dynactin subunit 2 2     29,3 6,80 

H0Y2Y8 Zyxin 3     57,6 6,87 

K7EL20 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G 2     29,4 5,41 

Q9HC38-3 Isoform 3 of Glyoxalase domain-containing protein 4 2     21,2 5,66 

O14654 Insulin receptor substrate 4 6 4   133,7 8,44 

P00492 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 2     24,6 6,68 

F8WD96 Cathepsin D light chain 2 2 1 30,0 7,42 

Q07866-3 Isoform G of Kinesin light chain 1 4     64,3 6,30 

Q06323 Proteasome activator complex subunit 1 2     28,7 6,02 

Q96AE4 Far upstream element-binding protein 1 4 1   67,5 7,61 

Q96AG4 Leucine-rich repeat-containing protein 59 2 1 1 34,9 9,57 

Q14677-3 Isoform 3 of Clathrin interactor 1 3     70,2 6,58 

Q08J23-2 Isoform 2 of tRNA (cytosine(34)-C(5))-methyltransferase 3   1 82,3 7,01 

C9JH18 PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 2     16,8 9,79 

Q9UMX0-2 Isoform 2 of Ubiquilin-1 4     59,2 5,10 

Q8NBS9-2 Isoform 2 of Thioredoxin domain-containing protein 5 2 2   36,2 5,47 

F8W6E4 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2   2 55,7 6,25 

Q8N1G4 Leucine-rich repeat-containing protein 47 2 1 1 63,4 8,28 

Q8N8S7-2 Isoform 2 of Protein enabled homolog 2     63,9 6,43 

B7Z6M1 Plastin-3 4     65,6 6,30 

P18206-2 Isoform 1 of Vinculin 2   3 116,6 6,09 

Q99689 Fasciculation and elongation protein zeta-1 3     45,1 4,30 

P78347-2 Isoform 2 of General transcription factor II-I 3 2   107,9 7,94 

M0QYL4 A-kinase anchor protein 8 2     39,4 5,06 

Q5T757 Serine/arginine-rich-splicing factor 11 2     48,5 10,54 

Q8WZA9 Immunity-related GTPase family Q protein 2     62,7 4,88 

B4DXI8 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 7 2     28,3 7,62 
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Acesso Descrição Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MW [kDa] calc. pI 

Q4VXW4 Opioid growth factor receptor 2     52,4 5,20 

B4DME9 Kinesin light chain 4 2     59,6 6,15 

Q9Y376 Calcium-binding protein 39 2     39,8 6,89 

Q99543-2 Isoform 2 of DnaJ homolog subfamily C member 2 2     65,9 9,07 

Q5TFE4 5'-nucleotidase domain-containing protein 1 2     51,8 6,35 

C9JZG1 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B 3     33,4 4,36 

O15355 Protein phosphatase 1G 3     59,2 4,36 

Q7KZF4 Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 2   1 101,9 7,17 

Q7Z417 Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2 2     76,1 8,70 

Q16822 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP] 2     70,7 7,62 

Q15007 Pre-mRNA-splicing regulator WTAP 2     44,2 5,19 

P46821 Microtubule-associated protein 1B 2 1 1 270,5 4,81 

P48634 Protein PRRC2A 2 2   228,7 9,45 

Q96QC0 Serine/threonine-protein phosphatase 1 regulatory subunit 10 2     99,0 9,17 

P12270 Nucleoprotein TPR 2 1   267,1 5,02 

O75369-5 Isoform 5 of Filamin-B 2 1   230,1 5,54 
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Tabela 5: Proteínas identificadas na fração citoplasmática de células hNek5-FLAG. - Identificação por espectrômetro de massas das proteínas 

detectadas na fração citoplasmática de células hNek5-FLAG após imunoprecipitação.  

Acesso Descrição ΣCoverage Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MW [kDa] 

E5RHC7 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H 41,30 2 1 1 4,3 

B7Z6P0 Cytosolic Fe-S cluster assembly factor NUBP2 40,77   1 1 13,8 

M0R210 40S ribosomal protein S16 39,53 4 3 2 14,4 

Q5T7C4 High mobility group protein B1 37,97 1 4 1 18,3 

Q96SI1 BTB/POZ domain-containing protein KCTD15 36,40 1 5 3 31,9 

P62829 60S ribosomal protein L23 32,14 4 3   14,9 

Q5T0R7 Adenylyl cyclase-associated protein 1 29,89     4 19,2 

P62805 Histone H4 29,13 2 3   11,4 

A8K8G0 Hepatoma-derived growth factor 25,96 1 1 2 22,9 

E3W974 Aspartyl aminopeptidase 25,53 2     5,1 

P62280 40S ribosomal protein S11 24,68 2 3   18,4 

F5H018 GTP-binding nuclear protein Ran 24,12 2 5 3 22,5 

P62081 40S ribosomal protein S7 23,20 5 7 4 22,1 

H0Y9G8 Septin-11 23,17   1 1 9,8 

E9PBS1 Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase 23,00 7 5 1 45,6 

Q9Y5Z4 Heme-binding protein 2 22,93 2 1 3 22,9 

E7EX53 Ribosomal protein L15 22,56   2 1 15,7 

C9JLN6 Asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing] 22,22 1 1 2 7,5 

F5H218 Cell division cycle and apoptosis regulator protein 1 21,25   1   8,9 

J3KPD3 RNA binding motif protein 7, isoform CRA_c 20,97   2 3 30,6 

H3BQA6 Cyclin-D1-binding protein 1 20,97   1   7,1 

Q9Y580 RNA-binding protein 7 20,68   2 3 30,5 



 
149

 
Acesso Descrição ΣCoverage Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MW [kDa] 

P78371 T-complex protein 1 subunit beta 20,19 6 4 3 57,5 

Q8WXX5 DnaJ homolog subfamily C member 9 20,00 1 1 3 29,9 

P30050 60S ribosomal protein L12 19,39   1 1 17,8 

E9PP76 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 19,12   1 1 7,3 

Q5QPB1 AN1-type zinc finger protein 5 18,96 1   2 22,5 

F8VQS0 Ataxin-2 18,30 1 1 1 17,5 

Q9H446 RWD domain-containing protein 1 18,11 2 1 2 27,9 

B4DP11 Prostaglandin E synthase 3 17,99   2   16,5 

Q04760-2 Isoform 2 of Lactoylglutathione lyase 17,75   2   19,0 

I3L4X3 NF-kappa-B inhibitor beta 17,52     3 25,2 

B7ZB63 ADP-ribosylation factor 3 17,36 2 2 1 16,1 

B4DTG6 Protein LSM14 homolog A 17,30 1 4 2 46,4 

B7Z972 Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase 17,19   2   20,7 

F8WDD7 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 16,81 2 1   13,0 

P60842 Eukaryotic initiation factor 4A-I 16,75 4 2 2 46,1 

Q5QNY5 Peroxisomal biogenesis factor 19 16,60 1   2 26,1 

P51148 Ras-related protein Rab-5C 16,20   3 1 23,5 

H7C488 Leucine zipper transcription factor-like protein 1 16,17 1 1 1 26,9 

Q99832-3 Isoform 3 of T-complex protein 1 subunit eta 15,63 3 3 5 54,8 

F5H7C6 COP9 signalosome complex subunit 7a 15,63   1 1 21,3 

E9PM17 Serine/threonine-protein kinase PAK 1 15,60   2 3 50,8 

D6RE83 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 15,46   5   23,2 

P62266 40S ribosomal protein S23 15,38 3 3 1 15,8 

I3L2E3 Leucine carboxyl methyltransferase 1 15,05   2   10,6 

E9PH29 Thioredoxin-dependent peroxide reductase 14,71 1 2   25,8 

H0YMH7 CTD small phosphatase-like protein 2 14,55   2   18,3 
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Acesso Descrição ΣCoverage Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MW [kDa] 

P17987 T-complex protein 1 subunit alpha 13,49   4 1 60,3 

E9PM04 DCN1-like protein 5 13,16   2   17,8 

Q96F86 Enhancer of mRNA-decapping protein 3 12,99 3 2   56,0 

P46777 60S ribosomal protein L5 12,12 2   1 34,3 

B4E3P0 ATP-citrate synthase 11,93 5   4 91,0 

Q12962 Transcription initiation factor TFIID subunit 10 11,47 2 1 1 21,7 

H0YCP8 Poly(U)-binding-splicing factor PUF60 11,36   1 1 28,1 

P62820-2 Isoform 2 of Ras-related protein Rab-1A 11,35   1 1 15,3 

Q9NYB0 Telomeric repeat-binding factor 2-interacting protein 1 11,28 1   1 44,2 

Q9H444 Charged multivesicular body protein 4b 10,71   1 1 24,9 

O43242 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3 10,67 2 2 3 60,9 

Q9Y6I3-3 Isoform 3 of Epsin-1 10,55 2 1   57,5 

Q93062-4 Isoform D of RNA-binding protein with multiple splicing 10,49 1 1 1 15,8 

O75446 Histone deacetylase complex subunit SAP30 10,45 2 1 1 23,3 

Q96G25 Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 8 10,45     2 29,1 

P41250 Glycine--tRNA ligase 10,42 3 1 2 83,1 

Q9Y371 Endophilin-B1 10,41 2 1   40,8 

Q96IZ0 PRKC apoptosis WT1 regulator protein 10,29 1   2 36,5 

P17028 Zinc finger protein 24 10,05   1 2 42,1 

Q68CR9 Aspartate--tRNA ligase 9,48 1   1 45,7 

B4DME9 Kinesin light chain 4 9,41   2 1 59,6 

B4DNE4 Septin-7 9,16 1 3   44,6 

I3L1P5 Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate 9,13   2 1 30,0 

Q12846 Syntaxin-4 9,09 1   1 34,2 

O75351 Vacuolar protein sorting-associated protein 4B 9,01 1 2 3 49,3 

Q9Y265 RuvB-like 1 8,99 3   1 50,2 
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Acesso Descrição ΣCoverage Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MW [kDa] 

Q9HBM1 Kinetochore protein Spc25 8,93     2 26,1 

Q8WWZ3-2 Isoform B of Ectodysplasin-A receptor-associated adapter protein 8,78     2 23,7 

O43776 Asparagine--tRNA ligase 8,76 1 3 1 62,9 

O14773-2 Isoform 2 of Tripeptidyl-peptidase 1 8,75   2   34,4 

O60784-3 Isoform 3 of Target of Myb protein 1 8,72   1 1 48,6 

P29084 Transcription initiation factor IIE subunit beta 8,59   2   33,0 

O15446 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA34 8,24 2   2 55,0 

Q8TBZ6 tRNA methyltransferase 10 homolog A 7,96 1 1   39,7 

D6RHW1 Transcription initiation factor TFIID subunit 9 7,84 1 1 1 11,6 

B7Z848 DNA-binding protein RFX5 7,81 1   2 60,5 

Q96BD8 Spindle and kinetochore-associated protein 1 7,45 1 1 1 29,5 

O00232-2 Isoform 2 of 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 12 7,34 2     50,5 

P49643 DNA primase large subunit 7,27 1   2 58,8 

P26196 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 7,25 3 2 2 54,4 

Q8WXA9-2 Isoform 2 of Splicing regulatory glutamine/lysine-rich protein 1 7,21   1 2 71,6 

P62851 40S ribosomal protein S25 7,20 1   1 13,7 

P38919 Eukaryotic initiation factor 4A-III 7,06 2 2 1 46,8 

H0YA83 Beta-hexosaminidase subunit beta 7,06   1 1 19,5 

F5GY39 WASH complex subunit FAM21B 7,06     2 55,4 

Q9BT09 Protein canopy homolog 3 6,83 1   1 30,7 

Q9UBB5 Methyl-CpG-binding domain protein 2 6,81 1 1 1 43,2 

Q9NQA3 WAS protein family homolog 6 6,71 1   1 48,0 

B7Z7N2 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 2 6,56   2   48,1 

P53367-2 Isoform A of Arfaptin-1 6,45 1 1   38,6 

F5H897 Heat shock protein 75 kDa 6,45 3 4 2 74,2 

Q99460-2 Isoform 2 of 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 6,29 1 2 1 102,2 
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Acesso Descrição ΣCoverage Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MW [kDa] 

Q9UGY1 Nucleolar protein 12 6,10   2   24,6 

B4DP52 HCG2005638, isoform CRA_c 6,00 1 2 1 40,6 

Q96CT7 Coiled-coil domain-containing protein 124 5,83 1 1   25,8 

Q53GG5-2 Isoform 2 of PDZ and LIM domain protein 3 5,70   1 1 34,3 

A6NGX6 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC7-like 5,64 1 1   22,6 

P46783 40S ribosomal protein S10 5,45   1 1 18,9 

Q9NR30-2 Isoform 2 of Nucleolar RNA helicase 2 5,17 1 2 1 79,6 

Q15398-3 Isoform 3 of Disks large-associated protein 5 5,11 2   1 94,1 

Q9BTT6 Leucine-rich repeat-containing protein 1 4,96   2 1 59,2 

Q9H0G5 Nuclear speckle splicing regulatory protein 1 4,66 1 3 1 66,4 

H0YJX6 Protein arginine N-methyltransferase 5 4,66   2   32,3 

C9JW01 Pumilio homolog 2 4,44   1 1 32,0 

Q7Z7F0-2 Isoform 2 of UPF0469 protein KIAA0907 4,43 1   1 59,1 

O60841 Eukaryotic translation initiation factor 5B 4,34   4 1 138,7 

Q96CN9 GRIP and coiled-coil domain-containing protein 1 4,00   1 1 87,8 

O75976 Carboxypeptidase D 3,62     2 152,8 

O43143 Putative pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase DHX15 3,52 2   1 90,9 

Q9Y5B9 FACT complex subunit SPT16 3,44 1 1 1 119,8 

Q15029-2 Isoform 2 of 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component 3,31 1 1   105,3 

Q13823 Nucleolar GTP-binding protein 2 3,15 1 2   83,6 

O95677-3 Isoform 3 of Eyes absent homolog 4 3,10 1   1 48,7 

F5H0N7 CAP-Gly domain-containing linker protein 1 3,06     2 116,2 

Q9BQ52-4 Isoform 4 of Zinc phosphodiesterase ELAC protein 2 2,80 1 1   87,5 

H3BRV0 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C 2,66   2 1 104,0 

P49756 RNA-binding protein 25 2,61   1 1 100,1 

P56192 Methionine--tRNA ligase 2,56 1   1 101,1 
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Acesso Descrição ΣCoverage Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 MW [kDa] 

P29144 Tripeptidyl-peptidase 2 2,16   2 1 138,3 

Q08211 ATP-dependent RNA helicase A 2,05 1   1 140,9 

B0V043 Valine--tRNA ligase 1,82   1 1 140,4 

E9PFK5 Nucleolar protein 14 1,78 1 1 1 88,8 

P49327 Fatty acid synthase 1,59 1   2 273,3 

H3BQQ2 Zinc finger protein 598 1,41 2   1 93,2 

Q96RT1-7 Isoform 7 of Protein LAP2 0,92 1   1 146,0 
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Os experimentos de imunoprecipitação permitiram a identificação de 225 

proteínas totais capazes de imunoprecipitar com hNek5. Destas, 92 estavam presentes nas 

frações mitocondriais e 133 nas frações citoplasmáticas. Para identificação destas 

proteínas foi utilizado como critério de seleção para eliminação de falsos positivos filtros 

bastante rígidos e por isso proteínas identificadas no duplo híbrido não foram 

confirmadas por espectrometria de massas, o que não invalida nenhuma das duas 

abordagens, apenas agrega resultados. 

Algumas das proteínas identificadas já foram caracterizadas como proteínas 

capazes de interagir com outros membros da família das Neks. Como por exemplo, a 

proteína Fez-1 que interage com Nek1 (Lanza et al., 2010). Apesar de não ser classificada 

como uma proteína mitocondrial, Fez1 está envolvida no processo de transporte de 

mitocôndrias. A proteína FEZ1 foi caracterizada inicialmente como um ortólogo da 

proteína UNC76 de C. elegans, responsável pelo desenvolvimento e fasciculação 

neuronal nesse verme (Bloom & Horvitz, 1997). Fez1 está envolvida em processos de 

desenvolvimento neuronal (Miyoshi et al., 2003; Honda et al., 2004), polarização celular 

(Ikuta et al., 2007), mecanismos de transporte associado à kinesinas (Bloom & Horvitz 

1997; Gindhart et al., 2003) e transporte de vesículas e mitocôndrias (Suzuki et al., 2005; 

Fujita et al., 2007). FEZ1 é capaz de interagir com mais de 51 proteínas diferentes, e 

participa em muitos processos celulares. Sua capacidade de interagir com outras proteínas 

é influenciada pela fosforilação da sua região C-terminal por diferentes isoformas de 

PKC. FEZ1 interage e colocaliza com NEK1 em uma região candidata ao centrossomo 

(Lanza et al., 2010). Essas interações são dependentes da região coiled-coil presente na 

parte C-terminal de FEZ1, e ocorrem em regiões coiled-coil de NEK1. Baseado nestes 

dados Nek5 apresenta regiões coiled coil que podem ser investigadas como potenciais 

sítios de interação com Fez1. 

Outras proteínas identificadas como potenciais interatores de hNek5 são membros 

de famílias que interagem com outras Neks como é o caso de PPP1R7 (Protein 

phosphatase 1 regulatory subunit 7), PRDX6 (Peroxiredoxin-6) e CAP1 (Adenylyl 

cyclase-associated protein 1) que foram identificadas na imunoprecipitação. Nek1 

também interage com PPP2R5A/D (protein phosphatase 2A) através de regiões de coiled 

coil (Surpili et al., 2003). A PPP2R5A é uma Ser/Thr fosfatase com elevada expressão 
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em cérebro e está relacionada com o controle negativo de células em crescimento e 

divisão (Gentry & Hallberg, 2002). Já a PPP1R7 é uma proteína de 360 aa fortemente 

correlacionada com a vulnerabilidade regional associada a doença de Huntington 

(Lewandowski et al., 2003). Ela também está relacionada a regulação da polaridade e 

forma em células epiteliais (Grusche et al., 2009), além de regular a atividade da aurora B 

e interações microtúbulos-cinetocoro (Posch et al., 2010). Funções relacionadas a 

microtúbulos são fortemente relacionadas as Neks. Identificada na fração mitocondrial da 

imunoprecipitação a peroxiredoxina 6 está envolvida na regulação redox celular e pode 

ter um importante papel na regulação do turnover de fosfolipídeos, assim como na 

proteção contra a injúria oxidativa (Manevich et al., 2005). Meirelles e colaboradores 

demonstraram em 2010 a interação entre hNek6 e PRDX3. 

A ontologia das proteínas identificadas foi realizada pelo software Integrated 

Interactome System (desenvolvida no LNBio). Esta plataforma é baseada na anotação, 

análise e visualização do perfil de interação de proteínas/genes de interesse. Este 

programa realiza uma busca em diferentes bancos de dados para redes de interações como 

GPGDIN, Intact, DIP, String, MINT e HPRD criando uma rede de interações entre as 

proteínas (Carazzolle et al., 2014). As figuras 10 e 11 representam as proteínas 

identificadas e classificadas de acordo com processos biológicos envolvidos e localização 

celular. 

A estratégia de fracionamento foi eficiente para o enriquecimento em proteínas 

mitocondriais. Porém o fracionamento não foi 100% puro, pois, imagens de western blot 

apresentadas no artigo II permitiram identificar pequenas quantidades de marcadores 

citoplasmáticos nas frações mitocondriais. Como o objetivo deste trabalho era o 

enriquecimento em informação sobre proteínas capazes de interagir com hNek5 a pureza 

de amostras não foi fundamental para atingir o objetivo proposto. Grande parte das 

proteínas identificadas são proteínas citoplasmáticas, mas, é possível observar uma 

significativa porção de proteínas mitocondriais (Fig11). 

Muito ainda precisa ser feito para a elucidação das funções de hNek5. Até o 

presente momento, apenas um artigo científico sugere o papel desta proteína no processo 

de diferenciação como substrato para caspase 3 (Shimizu et al., 2013). A ampliação do 

conhecimento de parceiros de interação da hNek5 poderá desvendar as vias de 
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sinalização e os mecanismos funcionais aos quais a Nek5 pode estar envolvida. A figura 

10 representa as proteínas identificadas por espectrometria de massas e classificadas de 

acordo com seu papel biológico. Uma proteína pode estar associada a mais de uma 

função por isso utilizamos a plataforma Integrated Interactome System para o 

enriquecimento das proteínas em processos biológicos comuns à várias destas. É possível 

observar que muitas das proteínas identificadas estão envolvidas em processos tais como: 

expressão gênica, transcrição, tradução, apoptose e morte celular. O envolvimento de 

hNek5 no processo de morte celular/ apoptose foi investigado neste trabalho e os 

resultados obtidos pode ser visualizados no artigo II deste trabalho. Os demais processos 

enriquecidos podem sugerir um papel da hNek5 na transcrição / tradução e expressão 

gênica abrindo perspectivas para novos estudos. 
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Figura 10: Rede de interações da Nek5 humana. Células FLPIn que expressam estavelmente a hNek5-

FLAG foram fracionadas em citoplasma e mitocôndria.As proteínas foram submetidas a imunoprecipitação 

em coluna contendo Anti-FLAG imobilizado. As proteínas imobilizadas foram separadas por SDS-PAGE e 

identificada por espectrometria de massas. A rede possui 133 proteínas identificadas em frações de 

citoplasma (nodos verdes) e 92 proteínas identificadas nas frações de mitocôndrias (nodos azuis). A rede 

foi organizada de acordo com os processos biológicos (GeneOntology) em que as proteínas identificadas 

estão envolvidas. A rede foi gerada utilizando o programa Cytoscape 2.7. 
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Figura 11: Localização das proteínas da rede de interações da Nek5 humana. As proteínas identificada 

por espectrometria de massas foram organizadas quanto a sua localização celular, de acordo com o 

GeneOntology. Proteínas de organelas foram organizadas na fração citoplasmática e apenas a mitocôndria 

foi utilizada nesta abordagem. A rede possui 133 proteínas identificadas em frações de citoplasma (nodos 

verdes) e 92 proteínas identificadas nas frações de mitocôndrias (nodos azuis). A rede foi gerada no 

programa Cytoscape 2.7 utilizando o módulo de extensão Cerebral v1.2. 

 

Como apresentado no artigo III deste trabalho a Nek5 interage e fosforila TTLL4 inativando-a e 

consequentemente diminuindo a poliglutamilação de proteínas. van Dijk e colaboradores (2008) 

realizaram imunoprecipitação de proteínas poliglutamiladas utilizando anticorpo anti-GT335 

(reconhecem cadeias grandes de glutamato) e identificaram as proteínas por espectrometria de 

massas. Além de tubulinas outras proteínas foram identificadas como imunoprecipitando com 

GT335, sugerindo que sejam poliglutamiladas. A IP é capaz de detectar além de interações diretas 

também interações indiretas, uma vez que complexos proteicos podem ser co-imunoprecipitados. 

Dessa forma, analisamos as proteínas obtidas em nosso experimentos de imunoprecipitação de 

Nek5 com as proteínas obtidas por van Dijk e colaboradores (2008). Na tabela 6 pode-se observar 

que diversas proteínas foram observadas em ambos os experimentos, refuntando os dados de 

espectrometria, bem como a interação entre Nek5 e TTLL4. A proteína TTLL4 é a principal 

enzima responsável pela poliglutamilação de substratos não tubulínicos. Dentre as proteínas 



 
159

identificadas destaca-se a proteína NAP1L1 (Nucleosome assembly protein 1-like 1) que é um 

conhecido substrato de TTLL4.  

 

Tabela 6: Proteínas interatoras de Nek5 e potenciais substratos para poliglutamilação. 

Proteínas identificadas por espectrometria de massas após imunoprecipitacao de Nek5-FLAG e 

que foram identificadas como pontenciais alvos de poliglutamilação por van Dijk et al (2007).  

 

 

Ensaios estruturais de membros da família das Neks 

O Structural Genomics Consortium (SGC) é uma organização sem fins lucrativos 

com o objetivo de determinar a estrutura tridimensional de proteínas com relevância 

médica. Nos últimos seis anos o SGC foi responsável por aproximadamente 25% da 

produção global de estrutura de proteínas. Como uma parceria química “open access”, 

empresas públicas e privadas trabalham juntas para gerar potentes e seletivos inibidores 

farmacológicos de proteínas humanas. Uma parceria foi realizada entre o Dr. Jörg Kobarg 

e o Dr. Stephan Knapp do Structural Genomics Consortium (SGC), Universidade de 

Oxford, em Oxford-UK. Durante o desenvolvimento desta tese algumas atividades foram 



 
160

realizadas no laboratório do Dr. Knapp com o objetivo de aprender e aplicar a 

metodologia deste grande instituto para solubilizar a expressão e melhorar a purificação 

dos domínios cinase das proteínas da família das Neks humanas. Diversas construções 

foram geradas para expressão em bactérias e células de inseto, através do sistema de 

baculovírus, para cada uma das neks. As diferenças nas sequências são baseadas na 

adição de alguns aminoácidos que flanqueiam o domínio cinase. A tabela 7 apresenta o 

panorama global de testes de expressão e resultados obtidos pelos alunos envolvidos 

neste trabalho. Ao todo mais de 600 construções foram testadas em células de inseto 

(Sf9) e cepa bacteriana BL21-Rosetta ou Bl21(DE3)-λ-Fosfatase.  

 

Tabela 7: Construções de neks testadas em bactéria e células de insetos no SGC, Oxford. 

 Total de 
contruções 

Const. testadas 
em (bactérias) 

Const. 
expressas 

Const. 
testadas 
(SF9) 

Const. 
expressas 

Nek1 33 67 26   
Nek2 14 54 11   
Nek3 89 150 3 33 8 
Nek4 88 91 1 39 19 
Nek5 38 26 3 14 7 
Nek6 26 47 12   
Nek7 24 34 10   
Nek8 54 44 5 32 11 
Nek9 84 130 0 17 5 
Nek10 59 34 1   
Nek11 102 101 1 43 33 

 

Realizei no período em que estive no SGC ensaios de expressão e purificação das 

Neks 1, 5, 6 e 7. Experimentos de thermal shift foram realizados com as proteínas nek 6 e 

7 e ensaios de cristalizaçãoo com a nek1. Os testes com construções da Nek5 

transformadas em BL21(DE3)R3-lambda-ppase não permitiram a purificação de 

quantidades suficientes de Nek5. Entretanto, Nek1, 6 e 7 apresentavam níveis mais 

elevedos de expressão e por isso foram analisados mais extensivamente. Um dos clones 

de hNek6 foi testado em BL21(DE3)R3-lambda-ppase e BL21(DE3)R3-pRARE3-

Rosetta e um clone de hNek7 foi testado em BL21(DE3)R3-lambda-ppase. Após a 
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cromatografia de afinidade é possível observar que todas as construções apresentaram 

uma expressão elevada das proteínas de interesse (Fig. 12). Foram realizadas tentativas 

de concentração das proteínas eluídas para a aplicação em cromatografia de gel filtração, 

porém ocorreu precipitação da mesma. Devido à este fato as amostras diluídas foram 

injetadas na coluna S200 16/60 GF para remoção de impurezas. Os picos de coleta das 

amostras do cromatograma estão identificados na figura 12 b,c e d. 

 

 
Figura 12: Teste de expressão e purificação do domínio cinase da hNek6 e hNek7. A) Gel SDS-PAGE 

4-12% das frações da purificação por coluna de afinidade em coluna Ni-Sepharose. B, C e D) Picos 

coletados na coluna S200 16/60 de gel filtração das proteínas hNek6 em λ fosfatase, em Rosetta em hNek7 

em λ fosfatase respectivamente. M= marcador de peso molecular Precision Plus-Dual Ladder (Bio-Rad); 

Input= fração solúvel da indução de expressão; FT= Fração de proteínas que não se ligaram a colun; L1= 

fração de proteínas liberadas após lavagem com tampão de lavagem 1; L2= fração de proteínas liberadas 

após lavagem com tampão de lavagem 2; Eluição= fração de proteínas liberadas após lavagem com tampão 

de eluição. A caixa vermelha da imagem de Western blot (a direita) indica a condição apresentada no 

relatório anterior que foi utilizada para os testes de purificação. 

 

As proteínas hNek6 e hNek7 puras foram submetidas a técnica de “thermal shift” 

para a identificação de compostos capazes de inibir a atividade desta proteínas e que 

favoreçam a estabilização da proteína para ensaios cristalográficos. Apesas da estrutura 

de hNek7 já estar disponível o objetivo era identificar compostos que se ligassem a 

regiões distintas da molécula conhecida, promovendo uma conformação diferente. Para 
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isso, as amostras foram diluídas à uma concentração de 0,07mg/mL, misturadas com o 

tampão, SYPRO Orange e os compostos inibitórios na concentração de 10µM. Cerca de 

300 compostos conhecidamente inibidores de cinases foram testados. Para a análise dos 

dados gerados, a curva de desnaturação da proteína em presença de cada composto foi 

comparada com o controle (proteína sem ligante = apo). Foram considerados compostos 

viáveis aqueles que deslocaram a Tm (Temperatura de Melting) da proteína para um valor 

entre 4°C a 10°C. Como pode ser observado nas figuras 13 e 14, nenhum composto 

apresentou variação próxima ou superior a 4°C e por isso estas construções não foram 

utilizadas em ensaios posteriores de cristalização. 

 

 
Figura 13: Thermal Shift de hNek6. O gráfico mostra o deslocamento térmico da reação após adição de 

alguns inibidores de cinases em relação ao composto referência (azul). A proteína foi utilizada na 

concentração de 1,63mg/mL em tampão 10 mM HEPES 10mM, pH 7.5 e NaCl 500 mM e diluídas para a 

concentração final de 2.0 �M. Foram adicionados 2uL de SYPRO-Orange (Molecular Probes) para cada 2 

mL de solução. Foram realizados 71 ciclos com variação na temperatura de 20 a 100°C. 
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Figura 14: Thermal Shift de hNek7. O gráfico mostra o deslocamento térmico da reação após adição de 

alguns inibidores de cinases em relação ao composto referência (azul). A proteína foi utilizada na 

concentração de 7,72mg/mL em tampão 10 mM HEPES 10mM, pH 7.5 e NaCl 500 mM e diluídas para a 

concentração final de 2.0 �M. Foram adicionados 2uL de SYPRO-Orange (Molecular Probes) para cada 2 

mL de solução. Foram realizados 71 ciclos com variação na temperatura de 20 a 100°C. 

 

Os experimentos mais promissores ocorreram com a Nek1. Em células, a 

superexpressão de Nek1 inteira inibe a formação de cílios e a forma truncada, sem a 

região C-terminal, provoca uma perda de centrossomos (White e Quarmby, 2008. A Nek1 

está envolvida na resposta precoce a danos de DNA induzidos por radiação (Polci et al., 

2004) e está relacionada a doenças do Rim Policístico (Upadhya et al., 2000; Mahjoub et 

al., 2005). Para a compreensão da estrutura do domínio cinase da proteína humana Nek1 

estudos anteriores do grupo realizaram testes de expressão e purificação de diferentes 

construções desta proteína. Vários clones foram capazes de expressar grandes 

quantidades desta proteína. Ensaios de “Thermal Shift” identificaram compostos capazes 

de inibir significativamente esta proteína, entretanto, não foram obtidos cristais capazes 

de refratar, ou seja, não foi possível a obtenção da estrutura desta proteína. Durante o 

meu período em Oxford foram testadas 4 construções diferentes de hNek1 transformadas 

em bactérias BL21(DE3)R3-lambda-ppase, induzidas com 0,5 mM de IPTG overnight a 
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18°C, as células foram lisadas e a fração solúvel submetida a cromatografia de afinidade 

por Ni-Sepharose. As amostras tiveram sua qualidade avaliada por SDS-PAGE (Fig. 15) 

e a fração de eluição foi concentrada para 3mLs. Para a obtenção de uma proteína com 

maior grau de pureza as proteínas foram injetadas na coluna S200 16/60 GF (Fig. 15B) e 

então novamente concentradas para aproximadamente 10mg/mL. 

 

 

 

 

Figura 15: Teste de expressão e purificação de diferentes construções do domínio cinase da hNek1. A) 

Gel SDS-PAGE 4-12% das frações da purificação por coluna de afinidade em coluna Ni-Sepharose. B) 

Picos coletados na coluna S200 16/60 de gel filtração das diferentes construções da proteína hNek1 M= 

marcador de peso molecular Precision Plus-Dual Ladder (Bio-Rad); Input= fração solúvel da indução de 

expressão; FT= Fração de proteínas que não se ligaram a coluna; L1= fração de proteínas liberadas após 

lavagem com tampão de lavagem 1; L2= fração de proteínas liberadas após lavagem com tampão de 

lavagem 2; Eluição= fração de proteínas liberadas após lavagem com tampão de eluição. A caixa vermelha 

da imagem de Western blot (a direita) indica a condição apresentada no relatório anterior que foi utilizada 

para os testes de purificação. 

 
As primeiras tentativas de cristalização da hNek1 foram realizadas em placas para 

cristal screening disponíveis no SGC. Estas placas apresentam diferentes concentrações 

de agentes tamponantes, variação de pH, presença de precipitantes como PEG, dentre 

A 

B 



 
165

outros. O screening inicial apresentou alguns cristais para a construção D1, em ausência e 

presença de inibidores, que foram submetidas a um refinamento das condições de 

cristalização. A melhor condição foi 0,2M Na/KPO4, 20% PEG e 10% Etileno Glicol. Os 

cristais obtidos foram transportados em crioprotetores ao Diamond Light Source onde os 

dados de refração foram coletados. Os cristais da proteína hNek1 apo foram refratados 

com resolução de 2,2Å e de 2 Å  na presença do composto k00602a. Após a volta para o 

Brasil houve o crescimento de um novo cristal de Nek1 em presença do composto 

k00546 que foi coletado e refratado eficientemente. O processamento dos dados foi 

realizado com o auxilio do líder de grupo, Dr. Jon Elkins utilizando os programas 

iMOSFLM e AIMLESS. 

Na figura 16 está esquematizada a estrutura tridimensional obtida do domínio 

cinase da proteína hNek1. A célula unitária é formada por duas moléculas e os compostos 

inibitórios, k00602a e k00546, se ligam à esta proteína na região representada em branco. 

Baseado na estrutura da proteína hNek2 a estrutura obtida apresenta um movimento do 

segmento de ativação e um movimento oscilante αC. A estrutura cristalográfica da 

proteína hNek1 apo e na presença do composto K00602a já estão depositadas no banco 

de dados PDB com os códigos de identificação 4APC e 4B9D respectivamente. 

 

 

 
Figura 16: Estrutura cristalográfica da proteína humana Nek1 ligada ao composto K00602a. Os 

pontos em branco indicam o local onde os compostos indicados na figura se ligavam à estrutura 

tridimensional da proteína.  
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As proteínas quinases Nek (NIMA related kinases) constituem uma família altamente 

conservada de proteínas envolvidas na progressão do ciclo celular. Em humanos foram identificadas 

11 Neks (1-11), sendo que para algumas a estrutura já foi determinada, bem como a relevância 

fisiopatológica. Várias proteínas da família das Neks são produtos de genes relativos a patologias 

relacionadas a defeitos na progressão do ciclo celular e no mecanismo de reparo de DNA durante a 

interfase, sobretudo em diferentes cânceres. A proteína Nek5 foi identificada, de acordo com sua 

sequência genômica em organismos como Homo sapiens, Mus musculus, Bos taurus, dentre outros. 

Entretanto, características inerentes a proteína permanecem pouco elucidadas, como, por exemplo, 

sua função, estrutura e interações. Portanto, o objetivo geral deste projeto é a clonagem, expressão e 

purificação de Nek5 para ensaios biofisicos e de cristalização, visando análises estruturais. Em 

paralelo, serão realizados: 1) estudos funcionais  envolvendo silenciamento por RNA (iRNA) e 

superexpressão de Nek5 em células humanas; 2) identificação por espectrometria de massas de 

proteínas que interagem com Nek5 através de 'pull down' e ensaio de duplo híbrido; e 3) ensaios de 

deslocamento térmico baseado emfluorescência e outros ensaios in vitro afim de verificas alvos para 

inibição de atividade de Nek5. 

 
 

Formulário de encaminhamento de projetos de pesquisa para análise pela CIBio - 
Comissão Interna de Biossegurança da ABTLuS - Associação Brasileira de Tecnologia 
de Luz Síncrotron 
 
Título do projeto: Expressão da proteína cinase humanas Nek5 para estudos estruturais 

efuncionais 
Pesquisador  responsável:  Dr. Jorg Kobarg 
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