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RESUMO

Michaloski, J.S. Analise das regibes promotoras dos genes de receptores
olfatérios e de receptores de feromdnios do tipo 1. 2008. 103 p. Tese de Doutorado
— Programa de Poés-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo.

No genoma de camundongo existem por volta de 1000 genes que codificam
para receptores olfatérios (ORs) e 150 genes que codificam para receptores de
feromonios do tipo 1 (V1Rs) distribuidos em véarios cromossomos. Cada neurdnio
olfatério e vomeronasal seleciona um unico alelo de um unico gene de receptor OR
ou de V1R, respectivamente, para expressar enquanto que o restante do repertorio
mantido silenciado. Os mecanismos que regulam esse padrédo de expressao ndo sao
conhecidos. As similaridades no padrédo de expressédo dos genes de ORs e de V1Rs
sugerem que 0 mecanismo de regulacao possa ser comum.

Até entdo poucas regifes promotoras de genes de ORs e de genes de V1Rs
haviam sido experimentalmente determinadas e pesquisadas. Realizamos uma
analise na qual regides a montante de um grande numero de diferentes genes de
ORs e de genes de V1Rs foram comparadas. Primeiro, utilizando a técnica de RLM-
RACE, combinada com o uso de oligonucleotideos capazes de reconhecer regides
conservadas entre diversos membros das familias de genes de ORs e de V1Rs,
geramos centenas de cDNAs contendo a regido 5’'UTR completa para um total de
198 genes de ORs e 39 genes de V1Rs diferentes. Entéo, alinhamos as sequéncias
desses cDNAs contra o genoma de camundongo e localizamos a posi¢cao exata dos
sitios de inicio da transcrigdo (TSSs) de cada gene. Extraimos sequéncias a 5’ dos
TSSs dos 198 genes de ORs e dos 39 genes de V1Rs e buscamos por motivos de

DNA comuns, presentes em varias dessas regiées promotoras, que pudessem ser



candidatos a elementos cis-atuantes envolvidos na regulagéo geral desses genes de
receptores sensoriais.

Identificamos, na grande maioria das regides promotoras dos genes de ORs e
dos genes de V1Rs analisadas, a presenca de motivos semelhantes a sitios de
ligacdo para os fatores de transcricdo O/E que sédo fatores de transcricdo ja
caracterizados e envolvidos com a expressdo de genes especificos do sistema
olfatério. Ensaios de EMSA mostraram que os motivos semelhantes aos sitios de
ligacdo de O/E identificados interagem com proteinas nucleares de epitélio olfatério,
mas nao interagem com proteinas nucleares de cérebro e figado.

Identificamos também nas regides promotoras de genes de V1Rs a presenca
de um sitio de ligacdo que ndo se assemelha a nenhum sitio de ligacédo de fatores
de transcricdo conhecido. Esse motivo de DNA, além de estar presente na maioria
dos promotores de genes de V1Rs analisados (77% do total de 39 genes
pesquisados), também aparece, com alta frequéncia, em promotores de genes de
ORs (52% do total de 198 genes analisados), preferencialmente proximo aos TSSs.
Ensaios de interacdo in vitro indicam que este novo motivo de DNA interage com
proteinas nucleares extraidas de 6rgdo vomeronasal e também de epitélio olfatério,
mas nao interage com proteinas nucleares de cérebro, figado e pulméo.

Nosso trabalho mostra que genes de ORs e de V1Rs compartilham elementos
comuns em suas regides promotoras os quais podem ser sitios de ligacao de fatores
de transcricdo especificos do sistema olfatorio envolvidos no mecanismo de

regulacédo da expressao desses genes.

Palavras-chave: expressao génica, promotor, fator de transcri¢cao, receptor olfatério,

receptor vomeronasal.



ABSTRACT

Michaloski, J.S. Analysis of promoter regions of the olfactory and type 1
vomeronasal receptor genes. 2008. 103 p. PhD Thesis — Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo.

In the mouse genome there are approximately 1000 genes that encode
olfactory receptors (ORs) and 150 genes that encode type 1 vomeronasal receptors
(V1Rs) dispersed in various chromosomes. Each olfactory or vomeronasal neuron
selects one single allele from one single receptor gene (OR or V1R) for expression
while the rest of the repertoire remains silenced. The mechanisms underlying OR and
V1R gene expression are still unknown. The similarities of the pattern of expression
in both types of olfactory sensory neurons suggest that the regulation of OR and V1R
gene expression may be under the control of a common mechanism.

Until now, promoter regions of different OR and V1R genes had not been
extensively analyzed. We carried out a comprehensive analysis in which the
upstream regions of a large number of different OR and V1R genes were compared.
First, using the RLM-RACE strategy, combined with degenerate PCR we generated
hundreds of complete 5’UTR cDNAs for a total of 198 OR genes and 39 V1R genes.
Then, these cDNAs were aligned against the mouse genome sequence and the
transcription start sites (TSSs) were precisely determined. Sequences upstream of
the TSSs were retrieved and searched for common DNA motifs that may play a role
as cis-acting elements involved in the general regulation of OR and V1R gene
expression.

The analysis revealed the presence of motifs that resemble O/E-like sites
overrepresented in the OR and V1R promoter regions. These O/E-like motifs
specifically interact with nuclear protein prepared from olfactory epithelium, but not

from brain and liver.



We also identified a new motif that does not resemble any known transcription
factor binding site. Besides, this new motif is present in 77% of the 39 V1R promoter
regions and in 52% of the 198 OR promoter regions analyzed, preferentially
concentrated near the TSSs. Interestingly, binding assays indicate that this new motif
interacts with nuclear proteins prepared from the vomeronasal and the olfactory
epithelia, but not from brain, liver and lung.

Our results indicate that OR and V1R genes share common promoter
elements that may be binding sites for specific olfactory transcription factors and may

play a role in a common mechanism of olfactory and vomeronasal gene regulation.

Keywords: gene expression, promoter, transcription factor, olfactory receptor,

vomeronasal receptor.
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PM: peso molecular
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RLM-RACE: RNA ligase-mediated and oligo-capping rapid amplification of cDNA
ends - rapida amplificacdo de extremidades de cDNAs mediada pela ligacdo de
oligo de RNA ao cap.

RNAse: ribonuclease A

RT-PCR: transcricao reversa seguida de reacdo em cadeia da DNA polimerase

TAP: pirofosfatase acida do virus do tabaco

TSS: sitio de inicio da transcricédo

UORF: upstream ORF

5'UTR: regiao 5 nao traduzida

VNO: 6rgdo vomeronasal

V1R: receptor vomeronasal do tipo 1/ receptor de feromonios do tipo 1.

V2R: receptor vomeronasal do tipo 2/ receptor de feromonios do tipo 2.

VR: receptor vomeronasal ou receptor de feromonio
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1) INTRODUCAO

1.1 O Sistema Olfatorio

No camundongo, assim como em outros animais, o0 sistema olfatorio
desempenha um papel relevante na exploracdo do ambiente e no reconhecimento
social e sexual de individuos. E através do sistema olfatério que os animais podem
detectar e discriminar uma enorme quantidade de odorantes de estruturas quimicas
variadas e também substancias chamadas de feroménios, secretadas por animais
da mesma espécie e que desencadeiam comportamentos sociais e reprodutivos
inatos, como, por exemplo, agressividade entre machos e acasalamento.

Em camundongos, o sistema olfatorio é formado por dois érgdos sensoriais
localizados na cavidade nasal: o epitélio olfatério principal (MOE: Main Olfactory
Epithelium) e o 6rgdo vomeronasal (VNO: Vomeronasal Organ), como est4 mostrado
no esquema da figura 1. O MOE detecta um amplo e variado repertorio de moléculas
de odorantes fornecendo informacdes que permitem ao animal explorar o ambiente a
sua volta para, por exemplo, procurar comida e evitar substancias venenosas (Buck,
2000 e Buck, 2004). O VNO é o 6rgao sensorial que detecta os feroménios (Dulac &
Torello, 2003; Dulac, 2006; Giorgi & Rouquier, 2007).

Os receptores que detectam os odorantes e os feroménios nos dois 6érgaos

sensoriais (MOE e VNO) séo codificados por familias multigénicas distintas de GPCRs
(receptores acoplados a proteina G) com sete dominios transmembrana putativos

como apresentado no esquema da figura 1.
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Figura 1. Esquema do sistema olfatério de camundongo. Os receptores
olfatorios (ORs) sdo expressos nos neurbnios olfatorios localizados no epitélio
olfatério principal (MOE). Os receptores de ferémonio do tipo 1 (V1Rs) séo
expressos nos neurdnios localizados na camada apical do neuroepitélio que forma o
orgao vomeronsal (VNO) enquanto que os receptores de feroménio do tipo 2 (V2RS)
sdo expressos nos neurdnios localizados na camada basal do neuroepitélio. Os
axbnios dos neurénios olfatorios projetam-se para o bulbo olfatério principal (MOB),
estabelecendo as primeiras conexfes com o0 cérebro. Os axdnios dos neurdnios
vomeronasais projetam-se para o bulbo olfatério acessoério (AOB). Adaptado de
Matsunami & Amrein, 2003.

1.2 Os Receptores Olfatorios

Os receptores olfatorios (ORs: olfactory receptors) foram identificados em
1991 por Linda Buck e Richard Axel (Buck & Axel, 1991) que, por esta descoberta e
por elucidar a organizacdo do sistema olfatorio, receberam o prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina em 2004.

Os receptores olfatérios sdo membros da superfamilia de receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) apresentando sete dominios transmembrana
putativos. Camundongos possuem por volta de 1000 genes que codificam

receptores olfatérios, constituindo a maior familia génica presente no genoma, e

estdo organizados em clusters distribuidos em quase todos 0s cromossomos, Como
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mostrado na figura 2 (Young et al., 2002; Zhang & Firestein, 2002; Godfrey et al.,

2004).
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Figura 2. Distribuicdo dos genes de receptores olfatérios (ORs) e receptores
de feroménios do tipo 1 (V1Rs) nos cromossomos de camundongo. Os loci
contendo os genes de ORs (representados em vermelho) estdo presentes em
guase todos os cromossomos. A maioria dos genes de ORs encontra-se agrupada
em clusters nos cromossomos 2, 7, 9 e 11 enquanto que a maioria dos genes de
V1Rs (representados em verde) agrupam-se, principalmente, nos cromossomos 6,
7, 13 e 17. Nao ha genes de ORs e V1Rs no cromossomo Y. Adaptado de
Kambere & Lane, 2007.

1.2.1 Padrédo de expresséao dos receptores olfatérios

Estudos utilizando técnicas de hibridizacdo in situ (Ressler et al.,, 1993;
Vassar et al., 1993) no qual varios genes de ORs foram clonados e hibridizados em
seccOes coronais da cavidade nasal de camundongos, mostraram que,
aproximadamente, um em cada 1000 neurdnios olfatorios expressa um determinado
OR (figuras 3B e 3C) e que neurdnios que expressam o mesmo tipo de OR ocupam
uma mesma zona de expressdo no epitélio olfatério (figura 3D). Como existem,
aproximadamente, 1000 ORs diferentes, estas observacfes sugerem que cada
neurbnio expressa somente um unico tipo de receptor olfatério. Analises utilizando
RT-PCR de uma unica célula confirmaram que um neurdnio olfatério expressa

somente um Uanico tipo de receptor olfatério (Malnic et al., 1999). Além de cada
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neurdnio olfatério selecionar apenas um dentre mil genes de ORs para expressar,
somente um unico alelo do gene selecionado é transcrito (Chess et al.,1994). Os

mecanismos que regulam a expressao dos genes ORs ainda ndo sao conhecidos.

A

camada de células
suporte

camada de neurbnios
maduros

camada de células
basais

septo nasal

Adaptado de Ressler et al., 1993

Figura 3. Expressdo de receptores olfatérios no epitélio olfatério. A-C)
hibridizag6es in situ com sondas de RNA antisenso em epitélio olfatério de camundongo. O
gene OMP marca positivamente todos os corpos celulares da camada de neurbnios
maduros (A) enquanto que as sondas para os ORs Olfr77 (B) e OIlfr1260 (C) marcam
somente os neur6nios olfatérios maduros que expressam 0s genes de ORs indicados, por
exemplo pelas ponta das setas. D) Esquema mostrando as quatro diferentes zonas de
expressao de ORs num corte coronal do nariz de camundongo. Um determinado receptor
olfatério é expresso em somente uma das zonas de expressao (indicadas pelas cores
vermelha, azul, roxa e amarela) e dentro desta zona um receptor € expresso em neurénios

espalhados de forma aleatéria.
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Varios modelos tém sido propostos para explicar o padrdo de expressao
génica dos receptores olfatorios. Num dos modelos sugeridos levantou-se a
possibilidade de que eventos de rearranjo de DNA poderiam estar envolvidos na
escolha de um gene de OR (Serizawa et al., 2004 e Shykind, 2005) de maneira
semelhante ao que ocorre nos genes codificadores para imunoglobulinas em
linfécitos (Hozumi & Tonegawa, 1976). No entanto, experimentos onde
camundongos foram clonados a partir do nucleo de neurénios olfatérios maduros
indicaram que este ndo € o caso (Eggan et al., 2004; Li et al., 2004). Apesar desses
camundongos terem sido gerados a partir de ndcleos de neurdnios olfatérios que
expressavam um unico gene de OR, o padrédo de expressao de diferentes genes de
ORs analisados no epitélio olfatério dos clones era normal. Estes resultados
mostram que eventos de rearranjo de DNA ndo ocorrem na selecdo dos genes de
ORs.

Em outro modelo sugerido, uma cépia de um gene OR seria transferida, por
conversdo génica, para uma Unica regido de expressao ativa. Ishii e colaboradores
(Ishii et al., 2001) analizaram o nucleo de neurénios olfatérios expressando o gene
de receptor olfatorio MOR28 por FISH (fluorescence in situ hibridization). Foram
usadas sondas de DNA-FISH capazes de hibridizar com ambos os alelos do gene
MOR28 e sondas de RNA-FISH capazes de hibridizar com a regido de um intron do
MRNA primario. A sonda de DNA-FISH detectou duas regides gendomicas no
nacleo, cada uma correspondendo a um dos alelos, materno ou paterno, enquanto
gue a sonda de RNA-FISH detectou os transcritos primarios do gene MOR28 co-
localizando com somente um dos alelos do gene em questdo. Se ocorresse
conversao génica, um terceiro sitio seria detectado pela sonda de DNA e esse seria

0 sitio transcricionalmente ativo o que néo foi observado. Esses resultados reforcam
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a expressao monoalélica dos genes de ORs e descartam o modelo de conversao
génica.

Estudos com camundongos transgénicos foram realizados com o objetivo de
se determinar o0 menor fragmento de DNA gendémico capaz de controlar a expressao
de transgenes de maneira semelhante a expressdao dos genes de ORs
correspondentes endoégenos. Foi demonstrado que regides a 5 proximas aos sitios
de inicio da transcricdo (TSSs), com somente 395 pares de base a montante do
gene de OR MOR23 e 161 pares de base a montante do gene de OR M71, e uma
regido gendémica de 2700 pares de base a montante do gene de OR M4, possuem
elementos capazes de comandar a expressao correta desses transgenes (Qasba &
Reed, 1998; Vassalli et al. 2002; Rothmam et al. 2005). Isto indica que existem
elementos cis-atuantes nos promotores proximais envolvidos na regulacdo da
expressao dos genes ORs. No entanto, Serizawa e colaboradores (Serizawa et al.,
2000) mostraram que, para a expressdo correta do transgene do gene de OR
MORZ28, é necesséario um segmento de DNA genémico com mais de 70 mil pares de
base a montante do sitio de inicio da transcricdo. A comparacdo das sequéncias
genbmicas a 5 da regido codificadora do gene MOR28 de camundongo e do seu
ortélogo humano revelou a existéncia de uma regidao homologa com 2100 pares de
base, chamada de elemento H (H referente a homologo), localizada a 75 mil pares
de base a montante do gene MOR28 (Serizawa et al., 2003). Lomvardas e
colaboradores (Lomvardas et al., 2006) propuseram um modelo interessante
mostrando que, num neurdnio olfatério, o elemento reforcador H co-localiza com o
gene de OR transcricionalmente ativo, mesmo quando o gene de OR ativo reside
num cromossomo diferente do cromossomo onde esta localizado o elemento H.

Presente como copia unica no genoma e tendo um dos alelos metilado e, portanto,
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inativo, foi sugerido que o elemento H age como um elemento funcionalmente
monoalélico, trans-atuante, capaz de interagir com somente um promotor de um
anico gene OR por neurbnio. Essa interacdo, mediada por proteinas, asseguraria a
expressao de um unico alelo de gene de OR por neurdnio olfatério. Entretanto, Fuss
e colaboradores (Fuss et al.,, 2007) e Nishizumi e colaboradores (Nishizumi et al.,
2007) deletaram a regido H em camundongos e observaram gue, nos neurdnios
olfatérios, somente a expressdo de genes de ORs do cluster do gene MOR28 é
afetada. Esses resultados mostram que a regido H atua no controle da expresséo
dos genes de ORs localizados em cis mas descarta a hipétese da regidao H atuar
como regulador global na expressédo de genes de ORs.

Em conjunto estes dados reforcam a presenca de elementos cis-atuantes nas
regides promotoras dos genes de ORs que podem estar envolvidos nos

mecanismos de controle da expressdo desses genes.

1.3 Os Receptores Vomeronasais

No VNO, os receptores de ferombdnios ou vomeronasais (VR: vomeronasal
receptors) sdo codificados por duas superfamilias de genes nao relacionadas,
expressas em regides distintas do neuroepitélio. Os neurénios da camada apical do
neuroepitélio, como mostrado na figura 4, expressam genes de V1R e a subunidade
Gai2 da proteina G (Dulac e Axel,1995) enquanto que o0s neurbnios da camada
basal expressam genes de V2R e a subunidade Gao da proteina G (Herrada et al.,

1997; Matsunami et al, 1997).
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Figura 4. Expressdo de genes VIR no epitélio vomeronasal do VNO.
Hibridizacdo in situ em secc¢des coronais de VNO de camundongo utilizando sondas
de RNA antisenso para diferentes genes expressos. A marcacdo é visualizada em
pupura. A sonda de OMP marca todos os corpos celulares dos neurbnios
vomeronasais maduros presentes no epitélio. A sonda Gai2 marca todos 0s corpos
celulares dos neurbnios que expressam genes de receptores V1IRs e estdo na
camada apical enquanto que a sonda Gao marca todos os corpos celulares dos
neurbnios que expressam receptores V2Rs e estdo na camada basal do epitélio. A
mistura de sondas V1Rs confirma que somente os neurdnios positivos para Gai2
expressam V1Rs. Sondas para diferentes genes de V1Rs, de diferentes familias,
mostram a marcacdo de neurbnios expressando diferentes receptores V1Rs na
camada apical do VNO. Extraido de Rodriguez et. al., 2002.

Assim como 0s genes que codificam para receptores olfatorios, os genes de
V1Rs sédo codificados por um unico éxon. Ao contrario, os genes de V2R séo
codificados por multiplos éxons. A presenca de um unico éxon codificador facilitou a
pesquisa in silico de genes de V1Rs no genoma. O repertério de genes de V1Rs em

camundongo foi estimado em aproximadamente 150 genes funcionais (Rodriguez et

al., 2002; Zhang et al., 2004; Young et al., 2005). Assim como os genes de ORs, 0s
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genes de V1Rs estdo distribuidos em clusters em varios cromossomos, cCOmo
também esta indicado na figura 2.

Os genes de V1R sao classificados, conforme identidade de sequéncia de
aminoacidos, em 12 familias que apresentam grande diversidade entre si (Rodriguez

et al., 2002; Yang H. et al., 2005) como mostrado na figura 5.

Vird (V3r)

4, 13
191!15 2

Figura 5. Diversidade das familias de genes V1Rs. Um total de 137 genes de
V1Rs foram agrupados conforme identidade de sequéncias de aminoacidos em 12
familias nomeadas de a-l. Os membros anteriormente classificados como V3r foram
alinhados como membros da familia V1rd. Adaptado de Rodriguez et. al.,2002.
Existem poucos trabalhos publicados a respeito de seqiéncias regulatorias nos
genes de V1Rs. Andlises comparativas de regides gendmicas de um unico cluster
de genes V1Rs sugeriram a presenca de regides a 5’ bem conservadas (Lane et al.,
2002). O alinhamento de quatro promotores de genes V1Rs do mesmo cluster,

obtidos experimentalmente por RACE-PCR, contra os genomas de camundongo e

rato revelou que todos os genes de V1Rs que formam o cluster estudado possuem



22

duas regides conservadas: um bloco conservado na regidao 5’UTR e outro bloco com
1000 pares de base conservado a uma distancia de 5000 pares de base a montante
das regides codificadoras (Lane et al., 2004). No entanto, a conservacdo de uma
regido tdo grande (de 1000 pares de base) e continua provavelmente nado indica
somente a conservacao de sitios de ligacdo para fatores de transcricdo individuais.
A ampla identidade entre regibes promotoras de genes de um mesmo cluster pode
ser, parcialmente, devido a eventos de conversdo génica responsaveis pela
expansao do repertério de genes de V1Rs. A busca de sequéncias conservadas em
regides promotoras putativas através do alinhamento de algumas poucas
sequéncias promotoras de genes de V1Rs do mesmo cluster contra 0 genoma pode
nao revelar a presenca de motivos de ligacao para fatores de transcricdo comuns a
regides promotoras de diferentes genes de V1Rs envolvidos no controle geral da
expressao dos genes de V1Rs.

Diferentemente, a busca de motivos conservados em regibes promotoras de
diferentes genes de V1Rs pertencentes a diferentes familias, € uma estratégia que
pode revelar a presenca de sitios de ligacdo de fatores de transcricdo candidatos a

atuarem na regulacao geral da expressao dos genes de V1Rs.

1.4 Semelhancas no padréao de expresséao de genes de ORs e de V1Rs
Apesar da falta de identidade em termos de seqiéncia, existem muitas
sememelhancas no padréao de expressao dos genes de ORs e dos genes de V1Rs:
e Tanto os ORs como os V1Rs, formam familias multigénicas de GPCRs
expressas exclusivamente nos neurbnios sensoriais especializados do epitélio

olfatério principal e do érgdo vomeronasal, respectivamente.
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Os genes de ORs e de V1Rs ndo apresentam introns nas regides codificadoras e
estdo distribuidos, no genoma, agrupados em clusters localizados em diferentes
cromossomos (Godfrey et al., 2004; Young et al., 2005).

Neurénios olfatérios e vomeronasais selecionam um unico alelo de um unico
gene de receptor OR ou de um unico gene de V1R, respectivamente, para
expressar (Malnic et al., 1999; Chess et al.,1994; Rodriguez et al., 1999; Roppolo
et al., 2007).

Foi demonstrado que a expressdo monoalélica de um gene de OR é regulada
por um mecanismo de retroalimentacdo negativo que requer um OR funcional
expresso na membrana (Lewcock & Reed 2004; Serizawa et al., 2003) e que a
expressdo de um gene de OR ndo funcional (pseudogene) permite que o
neurdnio olfatério escolha outro gene de OR funcional para expressar (Shykind et
al., 2004). O mesmo mecanismo foi demonstrado nos neurdnios vomeronasais
que expressam genes de V1Rs (Roppolo et al.,2007). A figura 6 mostra um
esquema do mecanismo de feedback que ocorre na expressdo dos genes de
ORs.

As semelhancas de expressdo de genes de ORs e de V1Rs levantam a

possibilidade de que o mecanismo de regulagéo da expressédo desses genes possa

ser comum. Foi proposto um modelo para a regulagdo da expresséo dos genes de

ORs no qual, ap6s um alelo de um gene OR ser estocasticamente selecionado para

expressdo por um fator limitante presente no nucleo dos neurénios olfatérios, o

receptor olfatorio funcional na membrana é responsavel pelo feedback que resulta

na manutencao da expresséao do receptor escolhido (Serizawa, 2004; Shykind, 2005)

como mostrado no esquema da figura 6. O modelo proposto sugere que esse fator

limitante no nucleo dos neurdnios olfatérios reconhece elementos comuns presentes
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na regido promotora dos genes de ORs. Devido as semelhancas no padrdo de
expressao, esses elementos reguladores podem ser comuns aos genes de ORs e de

V1Rs.

A O receptor olfatorio funcional, expresso na membrana, sinaliza, via um mecanismo
de retroalimentagao negativo, estabilizando a escolha do gene OR expresso:

expressao instavel estabilizacdo da expresséo do OR

B Escolha de um receptor olfatério ndo funcional leva a selecdo de outro gene OR:

Nucleus Nuclevs

expressao instavel escolha de outro gene OR estabilizacéo da expressédo do OR

Figura 6. Modelo de selecdo e manutencao de expressdo de um gene OR em
neurénios olfatérios. A) Escolha de um receptor funcional. Um gene OR é
selecionado por um mecanismo estocastico representado pela esfera azul. A
proteina funcional de receptor olfatério (em verde) é responsavel pelo mecanismo de
retroalimentacdo (simbolizado pela esfera vermelha) que estabiliza a escolha do
receptor expresso na membrana do neur6nio olfatério. B) Expressao de um receptor
nao funcional. Um receptor olfatorio ndo funcional é selecionado pelo mecanismo
estocastico de escolha (esfera azul). A proteina de receptor de OR nao funcional,
representada em vermelho, falha na sinalizacdo que estabiliza a escolha do OR e 0
mecanismo de selecdo continua ativo. Outro gene de OR é escolhido até que um
receptor funcional seja expresso na superficie da membrana e sinalize para inibir a
escolha de outro gene OR. Adaptado de Shykind, 2005.
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Uma forma de investigar a presenca de elementos comuns envolvidos na
expressao de genes co-regulados, como os genes de ORs e de V1Rs, € comparar
diversas regides promotoras de diferentes genes em busca de motivos conservados.

Como sera apresentado em nossos resultados, determinamos,
experimentalmente, a localizacao dos sitios de inicio da transcricdo (TSSs) de varios
genes de ORs e de V1Rs e pesquisamos as regides a 5 dos TSSs em busca de
motivos conservados potencialmente envolvidos na regulacdo da expressdo dos
genes de ORs e de V1Rs. Identificamos elementos conservados nos promotores
analisados. Ensaios de EMSA mostram que estes motivos de DNA interagem com

proteinas nucleares de OE e VNO indicando um potencial papel biolégico.
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2) OBJETIVOS

Conforme j& apresentado, cada neurdnio sensorial que expressa receptores
olfatérios e receptores de feroménios do tipo 1, presente no epitélio olfatorio principal
(MOE) e no epitélio apical do 6rgdo vomeronasal (VNO), seleciona um unico alelo de
um anico gene de OR ou de V1R, respectivamente, para expressar. Os mecanismos
que regulam a expressao dos genes de ORs e de V1Rs néo estdo esclarecidos.

O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de potenciais elementos
regulatérios em regides promotoras de genes de ORs e genes de V1Rs. Para isso,
realizamos uma analise na qual regides a 5’ de um grande nimero de genes de ORs
e de genes de V1Rs foram obtidas experimentalmente e pesquisadas utilizando
ferrramentas de bioinforméatica com o objetivo de identificar elementos comuns
potencialmente envolvidos na regulacdo da expressédo desses genes. Alguns dos
motivos identificados foram analisados quanto a sua capacidade de interagir com

proteinas presentes no nucleo de neurdnios olfatérios ou vomeronasais.
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3) MATERIAL & METODOS

3.1 Método de RLM-RACE para gerar cDNAs contendo a regido 5’ nao traduzida

Este trabalho foi realizado utilizando-se o sistema “GeneRacer™ RLM-RACE”
(RNA ligase-mediated and oligo-capping rapid amplification of cDNA ends). Um
esquema explicativo da técnica esta apresentado na figura 7 do item 4-Resultados.

Todo o procedimento foi realizado em condicdes livres de RNAse.

3.1.1 Disseccao de epitélio olfatério e 6rgdo vomeronasal de camundongos
Epitélio olfatério (OE) e 6rgao vomeronasal (VNO) de 10 camundongos da
linhagem C57BL/6J, idade entre 5 e 7 semanas e ambos o0s sexos, foram

dissecados e imediatamente submetidos a extracdo de RNA total.

3.1.2 Extracdo de RNA total

Os tecidos foram homogeneizados em 1,0 mL de reagente TRIzol (Invitrogen)
/50-100 mg de tecido utilizando homogeneizador (Polytron). Ap6s incubacgéo por 5
minutos a temperatura ambiente para permitir a completa dissociacdo de complexos
de nucleoproteina, foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio para cada 1 mL de TRIzol as
amostras homogeneizadas seguida de agitacdo vigorosa por 15 segundos e
incubacdo por 2-3 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a 12.000Xg por 15 minutos a 4°C e o RNA presente na fase aquosa foi
transferido para um novo tubo Falcon onde foi adicionado isopropanol (0,5 mL/ 1 mL
de TRIzol usado na homogeneizacdo inicial). Apos incubacdo de 10 minutos e
centrifugacdo a 10.000Xg por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi eliminado
restando o RNA precipitado. O RNA precipitado foi lavado com etanol a 75% (1ml de

Etanol/ 1ml de TRIzol usado inicialmente) e centrifugado a 7.500Xg por 5 minutos a
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4°C. O precipitado de RNA foi seco a temperatura ambiente, ressuspendido em 500
pL de agua tratada com DEPC (Invitrogen).

A quantidade e qualidade das amostras de RNA total de OE e de VNO foram
analisadas espectrofotometricamente e por eletroforese em gel de agarose-

formaldeido. As amostras de RNA total foram estocadas a —70°C.

3.1.3 Producao de cDNAs de OE e de VNO contendo a extremidade 5’ intacta

Desfosforilacdo do RNA
A reacdo de desfosforilacdo da amostra de RNA total se deu nas seguintes
condicoes:
1,5ul RNA total (2,7ug/uL)
1puL Tampaol0X CIP (0,5M Tris-HCI, pH8,5; 1mM EDTA)
1uL RNAseOut (40 U/uL)
1pL CIP (10 U/uL)
5,5 yL agua tratada com DEPC
A mistura foi incubada a 50°C em termociclador Eppendorf por 1 hora e, a

seguir, mantida no gelo.

Precipitacdo do RNA

Adicionou-se 90 pL de agua tratada com DEPC (Invitrogen) a mistura da
reacdo anterior de defosforilacdo do RNA e,entdo, 100 pL de fenol:cloroférmio
seguido de agitacdo vigorosa por 30 segundos. A amostra foi centrifugada a
16000Xg por 5 minutos a temperatura ambiente. A fase superior (fase aquosa) foi
transferida para um novo tubo do tipo eppendorf e adicionou-se 2 pL de glicogénio,

10 puL de acetato de so6dio 3M no pH 5,2 e, apds misturar bem, adicionou-se 220 pL
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de etanol 95%. A amostra foi vortexada brevemente e mantida em gelo por 10
minutos. A seguir, a amostra foi centrifugada a 20000Xg por 20 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi cuidadosamente removido com auxilio de uma micropipeta. O
precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 70% e centrifugado a 20000Xg por 2
minutos a 4°C. Novamente, o sobrenadante foi removido. Nova centrifugacdo para
coletar etanol remanescente. O precipitado foi deixado por cerca de dois minutos
secando a temperatura ambiente e foi ressuspendido em 7 uL de agua tratada com

DEPC sendo usado no proximo passo.

Remoc¢ao do 5’ cap dos RNAs mensageiros

Aos 7 pL de RNA desfosforilado e precipitado anteriormente foram
adicionados 1 pL de RNAseOut (40U/uL),1ul de tampédo TAP 10X (0,5M acetato de
sédio, pH6,0; 10mM EDTA; 1% B-mercaptoetanol; 0,1% Triton X-100) e 1 uL de TAP
(0,5U/uL). A reacdo foi misturada gentilmente e incubada a 37°C no termociclador
Eppendorf por 1 hora. A seguir, a reacdo foi colocada no gelo e precipitada
exatamente como descrito acima. O precipitado de RNA foi ressuspendido em 7 uL

de agua tratada com DEPC e usado no proximo passo.

Ligacdo do oligonucleotideo de RNA aos RNAs mensageiros sem cap

Os 7 pL de RNA sem cap anteriores foram colocados em um tubo que
continha o oligonucleotideo GeneRacer RNA liofilizado (0,25 pg). O oligonucleotideo
foi ressuspendido com o RNA pipetando a mistura algumas vezes. A mistura foi
incubada a 65°C por 5 minutos para permitir o relaxamento das estruturas
secundarias do RNA. A mistura foi colocada no gelo por 2 minutos e brevemente

centrifugada. Adicionou-se ao tubo de reacdo: 1uL de tampéao de ligase 10X (330mM
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Tris-acetato, pH 7,8; 660mM acetato de potassio; 100mM acetato de magnésio;
5mM DTT); 1uL de 10 mM ATP; 1uL de RNAseOut (40U/uL) e 1uL de T4 RNA ligase
(5U/uL). A reacdo foi incubada a 37°C por 1 hora. Colocada no gelo e novamente
precipitada (como ja descrito). O precipitado de RNA foi ressuspendido em 10 uL de

agua tratada com DEPC e usado no proximo passo.

Reacdo de transcricdo reversa do mRNA (sintese de cDNA)

Adicionou-se 1pL de oligo dT e 1uL de mistura de dNTP (25 mM cada) a
amostra preparada no item anterior. A reacdo foi incubada a 65°C por 5 minutos,
resfriada no gelo por 2 minutos e centrifugada brevemente. A seguir, adicionou-se:
4uL de 5X tampéao RT (250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KCI, 15 mM MgCl,)
2uL 0,AM DTT
1pL Superscript I RT (200 U/uL)
1pL RnaseOut

A reacdo foi misturada e incubada a 42°C por 50 minutos. Para inativar a
transcriptase reversa, a reacdo foi incubada a 70°C por 15 minutos; a seguir, a
reagdo foi resfriada no gelo por 2 minutos. Adicionou-se 1uL de RNAse H (2U)

incubando a 37 °C por 20 minutos.

3.2 Obtencéo de cDNAs correspondentes a genes de ORs e V1Rs

3.2.1 Amplificacdo de cDNAs com oligonucleotideos especificos para genes de
ORs e de V1Rs

As amostras de cDNAs contendo as regides 5 dos mRNAs correspondentes
intactas foram entdo usadas em reacdes de PCR com oligonucleotideos

degenerados e especificos que reconhecem sequéncias conservadas entre
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diferentes membros das familias génicas de receptores olfatérios (ORs) e de
receptores de feroménios do tipo 1 (V1RS).

Na amplificacdo de cDNAs 5 completos para genes de ORs, foi feita,
primeiramente, uma reacdo de PCR utilizando-se o oligonucleotideo degenerado P8
(oligonucleotideo reverso para a regidao transmembréanica VII de ORs) ou o
oligonucleotideo degenerado P27 (primer reverso para a regido transmembranica VI
de ORs) juntamente com o oligonucleotideo foward GeneRacer 5. A seguir, foi
realizada uma PCR-Nested utilizando como alvo a primeira PCR e o0s
oligonucleotideos degenerados P27(quando a primeira PCR foi com P8) ou P26R
(quando a primeira PCR foi com P27).

Os oligonucleotideos degenerados utilizados para selecdo de genes de ORs
foram:
P8 (TM-VII):(GA)TTIC(TG)IA(AG)I(GC)(TA)(GA)TAIAT(AG)AAIGG(GA)TT
P27 (TM-VI): ACIACIGAIAG(GA)TGIGAI(GC)C(GA)CAIGT

P26R (TM-IIl): CAIATIGCIAC(AG)TAICG(GA)TCAIGTAIGC

Na amplificacdo de cDNAs 5 completos para genes de V1Rs foi feita,
primeiramente, uma reacdo de PCR com oligonucleotideos degenerados para
receptores de feromonios (V1Rs). Os oligonucleotideos foram obtidos através do
alinhamento de 130 sequéncias de genes de V1Rs (Rodriguez et al.,2002)

disponiveis no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e utilizando a

ferramenta ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw). A regido mais conservada entre os

genes de VI1Rs analisados foi escolhida como alvo para o0s seguintes
oligonucleotideos degenerados:

VNR1: GGI(C/G)(A/T)IA(GIT)IGTGA(C/T)IGC(C/T)TGIA(A/C)IAC(A/G)CTIAG

VNR2: A(C/G)(A/G)CAIGTIG(AIT)(AIG)CAIA(GIT)IGAI(A/G)(GIT)IC(CIT)IC(GIT)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw
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Para ampliar um grande numero de diferentes cDNAs de genes de V1Rs
também foram utilizados oligonucleotideos reversos familia-especificos que
reconhecem regides conservadas dentro de algumas das 12 familias em que se
agrupam, por identidade de sequiéncias, 0os genes de V1Rs. As condi¢cbes de reacao
foram semelhantes as usadas para os oligonucleotideos degenerados.

As seqliéncias dos oligonucleotideos reversos familia-especificos séo:

V1RA-1 5’ GAGACCAATGGGCAGGTC 3’
V1RA-2 5’ GCCTGAGATCCCAATGCC 3’
V1RB-1 5’ CCAAAGGACATTCAGCAG 3’
VR1B-2 5’ CAGCTATGAGTCCCATAG 3’
V1RD-1 5’ GTTATTTAAGACACTGAAG 3’
V1RD-2 5’ GTATGCAAGTTTACATTTG 3’
V1RE-1 5’ GGTGCATGAGAATCAAATC 3’
V1RE-2 5’ GAAATTTCCCAGAATTCC 3’
V1RF-1 5’ CAATTTGCATCCAATATC 3’
V1RF-2 5’ GAATCCAGTCTATAGAC 3’
V1RG-1 5’ GTCAAGTGCTCTATAATC 3’
V1RG-2 5’ GAATTGCCAAGCATTCCC 3’
V1RJ-1 5’ CTGGGAGTGATGGTGATG 3’
V1RJ-2 5’ GATTGTCAACATATTGAC 3’
V1RL-1 5’ GACTTGGAATTGTTGAGG 3’
V1RL-2 5’ CCAGTGAAGTCAGCGATG 3’
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Condicdes da reacao para os PCRs:

reagente concentragdo | concentracado volume
inicial final

agua esteéril 17,8 ul

tampéao de PCR 10X 1X 2,5 ul
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,75ul

dNTP’s 10 mM 0,2 mM 0,5 ul
oligonucleotideo foward 10 uM 0,5 uM 1,25 ul
oligonucleotideo reverse 50 uM 2,0 uM 1,0 ul
TagDNA polimerase Platinum 5U/ul ~1U 0,25 ul

(Invitrogen)

cDNA obtido por RLM-RACE 1,0 pl
volume total 25 ul

Termociclador da marca Eppendorf foi programado do seguinte modo:
1) 95°C por 2 minutos
2) 95°C por 1 minuto
3) 50°C por 3 minutos
4) 72°C por 2 minutos
40 ciclos de repeticdo dos passos 2 a 4
5) 72°C por 10 minutos

A reacdo de PCR foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1,5% e a
amostra armazenada a —20°C.
Nested-PCR:

Uma segunda reacao de PCR, utilizando como molde 1uL da reacdo de PCR
anterior, diluida 200X, foi feita com oligonucleotideos especificos para genes de ORs
e para os genes de VIR que anelam em regibes mais internas que O0s
oligonucleotideos utilizados no primeiro PCR juntamente com o oligonucleotideo
GeneRacer 5’ Nested. Apenas o numero de ciclos das condi¢cdes de PCR anteriores

foi alterado para 25.
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A reacdo de PCR foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1,5% e a

amostra armazenada a —20°C.

3.2.2 Purificacdo dos produtos de PCR

Os produtos do Nested-PCR foram resolvidos em gel de agarose 1,5%. Para
os produtos de genes de ORs, a distancia calculada entre o ATG predito e a regiao
reconhecida pelos os oligos P8 e P27, € 780 pares de base, entdo, somente 0s
produtos >800pb foram gel purificados. Para o oligo P26R, a distancia entre o ATG
predito e a regido reconhecida pelo oligo P26R, é 390 pares de base, entdo,
somente os produtos >400pb foram gel purificados.

Como a distancia entre o ATG inicial dos genes de V1Rs e a regido
reconhecida pelos oligonucleotideos degenerados VNR1 e VNR2 ¢é

aproximadamente 400pb somente produtos de PCR >400pb foram gel purificados.

3.2.3 Clonagem e determinacgéo da orientagdo dos insertos
Os fragmentos de PCR gel purificados foram subclonados no plasmideo pCR
II® (Invitrogen).
Para a selecdo de cDNAs provenientes de genes de ORs:
As colbnias de bactéria E coli DH5a, contendo seqiéncias de cDNA de
tamanho >800pb ou >400pb foram selecionadas por PCR de colbnia usando as
combina¢cdes de oligos SP6 — P27 e T7 — P27 ou SP6 — P26R e T7 — P26R,

respectivamente.

Para a selecdo de cDNAs provenientes de genes de V1Rs:
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As colbnias de bactéria E coli DH5a, contendo sequéncias de cDNA de
tamanho >400pb foram selecionadas por PCR de col6nia usando as combinacdes
de oligos SP6 — VNR1 e T7 — VNRL.

As condi¢Oes de ciclagem para a reagéo de PCR foram:

1) 95°C por 1 minuto
2) 50°C por 1 minuto
3) 72°C por 1 minuto
25 ciclos de repeticdo dos passos 1 a 3

4) 72°C por 10 minutos

3.2.4 Purificacao dos plasmideos e seqlienciamento de DNA

O DNA plasmidial foi purificado das colénias de bactéria positivas por lise
alcalina das bactérias seguida por filtracdo em placas Multiscreen (Millipore MAGV
N22) e precipitacdo com isopropanol. A seguir descrevemos o método utilizado:

Colbnias isoladas de bactérias foram incubadas em 1 ml de meio LB com
ampicilina (100ug/ml) em placas de crescimento de 96 pocos e mantidas a 37°C, sob
agitacdo constante (200 rotagBes por minuto), por 20 horas. A seguir, as bactérias
foram centrifugadas a 14000Xg por 8 minutos a temperatura ambiente e o
sobrenadante foi desprezado. As bactérias foram, entdo, ressuspendidas, utilizando
vortex, em 240ul de tampédo GET (0,01% glicose; 0,01M EDTA; 0,03M Tris HCI pH
7,4) e novamente centrifugadas nas mesmas condi¢des anteriores. O sobrenadante
foi desprezado e as bactérias foram ressuspendidas em 85ul de solucdo de RNAse
(0,5mg/ml RNAse; 10mM Tris pH 7,5; 15mM NaCl). Apés, adicionou-se 60ul de uma
mistura de NaOH (0,2M) e SDS (0,01%). A solucao foi gentilmente misturada. Em

seguida, foi adicionado 60ul de solugdo gelada 3M de acetato de potassio e a
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amostra foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. A amostra foi
centrifugada por 1 minuto a 200Xg e incubada por 30 minutos a 90°C em estufa. Em
seguida, a amostra foi deixada por 15 minutos no gelo e, entdo centrifugada a
3000Xg por 15 minutos a temperatura de 4°C. Um volume de 110ul de isopropanol
na temperatura ambiente foi adicionado em cada po¢co de uma placa de 96 pocos
com fundo em V. Sobre essa placa de fundo em V (placa coletora) foi colocado o
filtro adapatado para placas de 96 pocos Millipore MAGV N22 (placa filtrante). Apos
centrifugacdo da amostra um volume de 100yl foi transferido para a placa filtrante e
todo o sistema (placa filtrante+placa coletora com isopropanol) foi centrifugado a
3000XG, por 40 minutos, a 4°C. A placa coletora foi mantida na posicéo invertida
sobre papel absorvente por 1 minuto. Adicionou-se 200ul de etanol 70% gelado na
placa coletora e esta foi centrifugada a 3000Xg por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e a placa coletora foi centrifuga na posi¢ao invertida por
1 minuto na velocidade de 200Xg. A placa coletora foi mantida por 30 minutos em
fluxo laminar a temperatura ambiente. Os plasmideos foram ressuspendidos em 80pl
de agua deionizada livre de DNAse ou RNAse (Gibco) com agitacdo suave por 10
minutos a 37°C.

Os plasmideos foram sequenciados utilizando-se os oligos SP6 ou T7 e
reagentes Big Dye (Applied Biosystems) em maquina de sequenciamento

automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Hitachi).
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3.3 Andlise das sequiéncias de cDNA obtidas
Utilizamos a ferramenta BLAST disponivel na pagina do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para definir quais membros da familia de genes ORs e

de genes V1Rs obtivemos.
O alinhamento das sequéncias com o BLAST e sim4, assim como o
agrupamento das sequéncias em clusters foi realizado pelo aluno de doutorado

Pedro Galante, que também participou deste projeto.

3.3.1 Alinhamento das sequUéncias de cDNA obtidas
Utilizando a ferramenta BLAST (disponivel na péagina do NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) as sequéncias de cDNA foram alinhadas com a

sequéncia gendmica de camundongo. Somente os alinhamentos com identidade
maior que 93% foram considerados. A posicdo em que cada cDNA alinhou no
genoma foi determinada e um intervalo de 50 kb de sequéncia genbmica
flanqueantes a cada sequéncia de cDNA alinhada foram extraidos dos contigs
gendmicos correspondentes. Cada sequéncia foi novamente alinhada com sua
correspondente seqiiéncia genbmica extraida usando o programa sim4 (Florea et al.,
1998). Os alinhamentos do sim4 com identidade maior que 93%, aqueles em que

mais de 50% da sequiéncia estava totalmente alinhada, foram selecionados.

3.3.2 Agrupamento das sequéncias de cDNA em clusters
As sequéncias de cDNA foram agrupadas em 198 clusters baseados nas
coordenadas gendmicas de cada sequéncia. Seqiiéncias que apresentavam ao

menos um mesmo éxon ou intron foram incluidas no mesmo cluster. Quando


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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nenhum intron ou éxon foi definido, sequéncias com ao menos 30 pb de

sobreposi¢cao na mesma regido gendémica foram incluidas no mesmo cluster.

3.4 Anélise das sequiéncias promotoras

Determinou-se a localizacdo exata dos TSSs para os 198 genes de ORs e
extraiu-se sequéncias de 600 pares de base a 5 dos TSSs. As sequéncias
promotoras dos 198 genes de ORs foram analizadas usando trés diferentes
programas que utilizam diferentes algoritmos de procura de motivos conservados em
sequéncias ndo alinhadas. A tabela a seguir resume as informacdes sobre cada

programa:

Programa |Parametro modificado/ |Pagina disponivel na Web
comprimento dos

motivos pesquisados

Gibbs 6,8,10,12,14

recursive http://bayesweb.wadsworth.org/gibbs/gib
sampler bs.html

Consensus |6,8,10,12 http://bifrost.wustl.edu/consensus
Weeder 6,8,10,12 http://159.149.109.16/Tool/ind.php

Os demais parametros foram mantidos nos valores padrdo para eucariotos.

Para os genes de V1Rs, foram obtidas 39 sequéncias de cDNA com a regiao
5'UTR intacta. Extraiu-se sequéncias de 1000 pares de base a 5 dos TSSs
determinados para as 39 sequéncias e estas regides promotoras foram analisadas
utilizando-se 0s mesmos programas e parametros usados na analise dos promotores

de genes de ORs, conforme descrito acima.


http://bayesweb.wadsworth.org/gibbs/gibbs.html
http://bayesweb.wadsworth.org/gibbs/gibbs.html
http://bifrost.wustl.edu/consensus
http://159.149.109.16/Tool/ind.php
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3.5 Preparacao de extratos protéicos nucleares

Preparamos extratos nucleares conforme método descrito por Kudrycki et al.,
1993, com algumas modificacdes.

Dissecamos, separadamente, epitélio olfatério e érgdo vomeronasal de 30
camundongos C57BL/6J com idade entre 4 a 7 semanas e de ambos 0s sexos.
Apos lavagens com 1X PBS para retirar o muco, homogeneizamos os tecidos em 4
volumes de tampé&o de homogeneizacdo (0,25M sacarose; 15mM Tris-HCI pH7,9;
60mM KCI; 15mM NaCl; 5mM EDTA; 1mM EGTA; 0,5 mM espermidina; e o0s
inibidores de proteases adicionados antes do uso: 1mM DTT; 0,1mM PMSF; 2ug/ml
leupeptina; 0,015U/ml aprotinina) com homogeneizador Polytron. Deixamos
decantando por minutos para que a parte 6ssea se depositasse no fundo do tubo
Falcon. Coletamos o sobrenadante e centrifugamos 1000Xg por 10 minutos, a 4°C.
As células foram ressuspendidas em 4 volumes de tampdo hipotdnico (10mM
HEPES pH7,9; 1,5mM MgCl,; 10mM KCL; 0,5mM DTT,; 0,05mM PMSF; 1,5ug/ml
leupeptina; 0,006U/ml aprotinina) e homogeneizadas em homogeneizador de vidro
(Dounce). As células foram incubadas no gelo por 10 minutos para permitir a lise
celular. A seguir, centrifugamos a amostra a 25000Xg por 10 minutos a 4°C. O
precipitado de nucleos foi ressuspendido em 1 volume do tampé&o hipertdnico (20mM
HEPES pH7,9; 25% glicerol; 1,5mM MgCl,; 1mM EDTA; 1mM DTT,; 0,1mM PMSF;
2ug/ml leupeptina; 0,015U/ml aprotinina) e, a seguir, foi adicionado lentamente 1
volume de 1M KCI. Incubamos a amostra sob agitacéo lenta no gelo por 30 minutos
para extracdo das proteinas nucleares para o sobrenadante. Centrifugamos a
25000Xg por 30 minutos a 4°C e coletamos o sobrenadante que € o extrato nuclear.

Concentramos o extrato usando a coluna Microcon YM-3 centrifugal filter device
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(Millipore). Trocamos o tampé&o hiperténico pelo tampéao de ligacdo (10mM Tris-HCI,
pH7,9; 10% glicerol, 3mM DTT, 0,3mM PMSF) utilizando a coluna Micro Bio-Spin P-
6 chromatography column (Bio-Rad). Determinamos a concentragdo de proteinas no

extrato nuclear pelo método de Bradford (Bio-Rad).

3.6 Ensaios de alteracdo de mobilidade eletroforética (EMSA : Eletrophoretic
Mobility Shift Assay)

Utilizamos o sistema (DIG) gel shift (Roche Applied Science) para marcacao
dos oligonucleotideos dupla-fita com digoxigenina conforme as instru¢cdes do
fabricante.

As reacg0Oes foram feitas no tampé&o contendo 20 mM HEPES, pH 7.6, 1 mM
EDTA, 10 mM (NH4)2SO4, 1mM DTT, Tween 20 0.2%, 30 mM KCI, 2 ug poly[d(I-C)],
0.1 ng poly L-lysine, 1.2 ng oligonucleotideo marcado com digixigenina e 15 ug de
extrato nuclear de proteinas. Apés 10 minutos de incubacdo no gelo, e 15 minutos
de incubacdo a temperatura ambiente, adicionamos 5 ul de loading buffer (0.25 x
TBE buffer 60 %, glicerol 40 %, azul de bromofenol 0.2 %) e submetemos as
amostras a eletroforese em tampéo 0.5 x TBE num gel ndo denaturante de 4%
poliacrilamida . O gel foi pré-corrido por 1 hora a 80 V, antes da aplicacdo das
amostras. Os experimentos de competicdo foram feitos incubando-se as reacoes de
ligacdo com excesso de 100 x dos oligonucleotideos correspondentes nao marcados
por 5 minutos antes da adi¢cao do oligonucleotideo marcado. A transferéncia foi feita
para uma membrana de Nylon usando o sistema electro-blotting (Bio-Rad). A
deteccdo imunoldgica foi feita utilizando anticorpo anti-digoxigenina conjugado a

fosfatase alcalina e o substrato quimiluminescente CSPD (Roche Applied Science).
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Os oligonucleotideos usados nos ensaios de EMSA estdo listados abaixo.

Estdo grifadas as sequiéncias dos motivos e, em negrito, 0os nucleotideos mutados,

Nos casos necessarios. Em paréntesis sdo os genes de ORs e de V1Rs de cujos

promotores as sequéncias foram extraidas.

Oligonucleotideos extraidos de promotores de genes de ORs:

Mlfoward (olfr720)
Mlreverse (0lfr720)

M2foward (olfrl6b)
M2reverse (olfrl65)

M3foward (olfr211)
M3reverse (0lfr211)

M4 foward (olfrl1339)

5[
5/

5/
5/

5/
5/

5[

M4reverse (01fr1339) 5’

Olfl-sitefoward
Olfl-siterecerse

5’
5’

Olfl-site*fow (mutado)
Olfl-site*rev (mutado)

M1* (MUTADO) foward
M1* (MUTADQ) reverse

M2* (MUTADO) foward
M2* (MUTADQ) reverse

M3* (MUTADO) foward
M3* (MUTADO) reverse

M4* (MUTADO) foward

M4* (MUTADO) reverseb’

5’
5’

5/
5/

5/
5/

5’

TCTCAGACTTTTCTCCTGGGAGACATCTCAG 3’
CCTGAGATGTCTCCCAGGAGAAAAGTCTGAG 3’

TAAGATGCTAAATTCCCTGGAGAAATTGTAA 3’
TTTACAATTTCTCCAGGGAATTTAGCATCTT 3’

CCTGGCATCTCCCACTGGGGCTTATATTCTG 3’
ACAGAATATAAGCCCCAGTGGGAGATGCCAG 3’

CTTCAGCTTCATCCTCCCTGAGGACAGGGAG 3’
GCTCCCTGTCCTCAGGGAGGATGAAGCTGAA 3'

AAGGGAGAGTCCCTAGGGAGCTTGGGAGGGG 37
CCCCTCCCAAGCTCCCTAGGGACTCTCCCTT 3

5’ AAGGGAGAGTGCCTAGGGAGCTTGGGAGGGG 3
5’ CCCCTCCCAAGCTCCCTAGGCACTCTCCCTT 3

TCTCAGACTTTTAGCCTGGGAGACATCTCAG 3’
CTGAGATGTCTCCCAGGCTAAAAGTCTGAGA 3’

TTTACAATTTATCCATTTCATTTAGCATCCTT 3’
AAGGATGCTAAATGAAATGGATAAATTGTAAA 3’

CCTGGCATCTCACAAGTGGTCTTATATTCTG 3’
CAGAATATAAGACCACTTGTGAGATGCCAGG 3’

CTTCAGCTTCATCCGACCTGATTACAGGGAG 3’

CTCCCTGTAATCAGGTCGGATGAAGCTGAAG 3’

Oligonucleotideos extraidos de promotores de genes de V1Rs:

MV3foward (vlrch)
MV3reverse (vlrch)

MV7foward (vlrbl)
MV7reverse (vlirbl)

MV12foward(vlrc3)
MVl12reverse (vlirc3)

Mv21lfoward(vlirid)
MV2lreverse (vlirid)

5’
5’

5’
5’

5’
5’

5’
5’

AGAATTTCCTTCTCCAGATGACATGCTAATTA 3’
AATTAGCATGTCATCTGGAGAAGGAAATTCTG 3’

TGCCCAGTCCTCCCCAGATGGTTGCTATCCA 3’
GGATAGCAACCATCTGGGGAGGACTGGGCAG 3’

CACACGGAAACCCAGAGCTCACCTGTCACTA 3’
AGTGACAGGTGAGCTCTGGGTTTCCGTGTGT 3’

GAGAGCAGAGAGCTGACATCTAGAATGGAG 37
CTCCATTCTAGATGTCAGCTCTCTGCTCTC 37
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Mv28forward(vlrc26) 5" GTTGTGTTCACAAGGACTGGGATTAGTTAATT 3’
Mv28reverse (vlrc26) 5’ ATTAACTAATCCCAGTCCTTGTGAACACAACA 3’

3.7 Hibridizagcdo in situ em seccdes coronais de epitélio olfatorio de
camundongo

3.7.1 Preparo das sondas de RNA usadas na hibridizac&o in situ:

Os plasmideos com os clones foram digeridos com as enzimas adequadas para
sua linearizagdo e, a seguir, purificados com o sistema “Rapid PCR purification
System”. Sondas de RNA marcadas com digoxigenina foram construidas utilizando
reagentes da Roche e purificadas usando colunas “Quick spin G-50" (Roche). As
sondas foram construidas nas seguintes condicdes livres de RNAse :

Até 13 ul de DNA template ou volume suficiente para 1ug de plasmideo linearizado;
- 2 ul de 10X tampao de transcricdo (400mM Tris-HCI, pH 8,0 (20°C); 60mM MgCly;
100mM DTT; 20mM espermidina);

- 2 pl de mistura 10X concentrada de DIG RNA marcado (10mM ATP,10mM
CTP,10mM GTP, 6,5 mM UTP, 3,5 mM DIG-11-UTP);

- 2 pl de SP6/T7 RNA polimerase (20 U/ul);

- 1 pl de inibidor de RNAse.

Incubacgédo a 37°C por 2 horas.

3.7.2 Preparacdo das laminas contendo cortes da cavidade nasal:

Narizes de camundongos da linhagem C57BL/6J com 2 - 3 semanas de idade
foram dissecados e mantidos congelados em “OCT compound Tissue-Tek®”
(Sakura®) a — 80°C. Cortes coronais de 16 um de espessura foram feitos em
criostato (MICRON) a —20°C e coletados em laminas de vidro “SectionLock™ Slides”

(Polyscience,Inc).
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3.7.3 Hibridizac&o in situ

Em condicdes livres de RNAse, as laminas foram secas e fixadas por 10
minutos em solucao recém-preparada de paraformaldeido 4% em 1XPBS. A seguir,
as laminas foram lavadas em 1XPBS por 3 vezes de 5 minutos cada. As laminas
foram imersas em solucdo contendo 7 ml de trietanolamina em 600 ml de agua
estéril mantendo agitacdo leve. Em seguida gotejou-se 1,5 ml de anidrido acético na
solucéo onde as laminas estavam imersas e incubou-se por 10 minutos para acetilar
os tecidos. Novamente as laminas foram lavadas com 1XPBS por 3 vezes de 5
minutos cada. Foi adicionado em cada lamina 500ul de solucdo de hibridizacéo
previamente preparada com 50% de formamida; 5XSSC; 5X Denhardt’s e 250 ug/ml
de “bakers yeast RNA” e as laminas foram incubadas em placas de Petri
umidificadas com 5XSSC por 2 horas a 72°C. As sondas (200 ng/ml) foram
misturadas com 500 pl de solugéo de hibridizac&o e aquecidas por 5 minutos a 85°C
para linearizacdo das mesmas e adicionou-se a mistura nas laminas incubando em
placas de Petri a 72°C “overnight”.

Apoés a hibridizacdo das sondas com o RNA do tecido, 0s proximos passos
nao precisaram ser em condicdes livres de RNAse uma vez que o RNA dupla-fita
ndo é degradado pela RNAse. Lavaram-se as laminas em 5XSSC a 72°C por 10
minutos. A seguir, lavaram-se as laminas em 0,2XSSC a 72°C por 30 minutos, 2
vezes, e uma vez em 0,2XSSC a temperatura ambiente por 30 minutos. Incubaram-
se as laminas a 37°C em solucdo de 20 pg/ml de RNAse +10mM de Tris + 400mM
de NaCl por 30 minutos para eliminacéo de sondas nao hibridizadas.

A deteccdo imunoldgica foi feita com o kit “DIG Wash and Block Buffer Set”

(Roche Diagnostics). As laminas foram lavadas em 1X “washing buffer’( 10X acido
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maléico com 3% Tween) por 5 minutos; em 1X “blocking reagent” (10% Blocking
reagent em tampao de acido maléico) em tampao 1X acido maléico por 1 hora a
temperatura ambiente; em 1X “blocking reagent” em tampao 1X acido maléico
contendo anticorpo anti-digoxigenina (Roche Diagnostics) na diluicdo de 1:5000 por
1 hora. As laminas foram lavadas 3 vezes de 20 minutos cada com 1X “washing
buffer”. As laminas foram incubadas por 5 minutos em tampao de deteccéo (100mM
Tris pH 9,5 + 100mM NaCl) e, a seguir, em solucao de detec¢éo preparada com 10
ml de 1X “detection buffer” + 2,4 mg de levamisole + 50 mM MgCl,+ 200 ul de
NBT/BCIP (Roche Diagnostics).

A reacdao foi interrompida em solu¢do10 mM Tris pH 8,0 + 1 mM EDTA duas
vezes por 5 minutos. Apds lavagem com agua destilada por 5 minutos as laminas
foram contra-coradas com Hoescht (10 pg/ml em PBS) por 5 minutos. Finalmente as
laminas foram lavadas com agua destilada cobertas com gelvatol e cada lamina foi

coberta com uma laminula.
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4) RESULTADOS

4.1 Estratégia utilizada para determinar regides promotoras de genes de
receptores olfatorios (ORs) e de receptores de feroménio do tipo 1 (V1Rs) de
camundongo.

Com o objetivo de investigar se genes de ORs e V1Rs compartilham
elementos cis-reguladores em suas regides promotoras, utilizamos a estratégia de
comparar regides genébmicas a 5’ dos sitios de inicio da transcrigdo (TSSs) de um
grande numero de diferentes genes de ORs e de genes de V1Rs. Para isso,
determinamos experimentalmente a exata localizacdo dos TSSs utilizando o sistema
“GeneRacer™ RLM-RACE” (RNA ligase-mediated and oligo-capping rapid
amplification of cDNA ends). Este método permite gerar cONAs contendo a regiao 5’
nao traduzida (5’UTR) completa dos correspondentes mRNAs. RNA total extraido
de epitélio olfatorio (OE) e também de érgao vomeronasal (VNO) de camundongos
foram utilizados para a sintese de cDNA através do método RLM-RACE.

A figura 7 apresenta um esquema explicativo da estratégia adotada. Os
RNAs mensageiros truncados (sem cap) e outros tipos de RNA séo tratados com
fosfatase de intestino de bezerro (CIP) para eliminagédo do grupo fosfato 5’. A seguir,
os RNAs intactos, que contém o cap, sdo tratados com a enzima TAP, uma
pirofosfatase que retira o cap e expdéem o grupo fosfato da extremidade 5, desse
modo, somente os RNAs que perderam o cap terdo grupos fosfatos livres para se
ligarem a extremidade 3° OH do oligonucleotideo de RNA fornecido no sistema.
Assim, os cDNAs sintetizados com oligo dT contém a regido 5 nao traduzida dos
transcritos ligada a sequéncia conhecida do oligonucleotideo de RNA. Reacdes de
PCR utilizando o oligonucleotideo GeneRacer 5, alvo para o oligonucleotideo de
RNA que foi inserido na extremidade 5 dos transcritos, e oligonucleotideos

especificos que reconhecem sequéncias conservadas entre diversos genes de ORs
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ou de genes de V1Rs, permitem o enriquecimento da amostra com cDNAs contendo

a regiao 5’UTR completa para genes de ORs e de V1Rs.

CIP
5 P(z/ AAAAA RNA truncado
5 CAP 5 PO,/ AAAAA RNA ndo mensageiro
G-P-P-P AAAAA RNA mensageiro intacto

tratamento com fosfatase CIP para remoc¢ao do 5 PO, dos RNAs truncados
ou RNAs ndo mensageiros

TAP ﬂ

7mG-P-P/P AAAAA RNA mensageiro intacto

tratamento com TAP para remocao do cap dos RNAs mensageiros intactos

oligo de RNA 5’ RACE
5 3"OH POq4 AAAAA
L _J

RNA ligase

ligacdo do oligonucleotideo de RNA a extremidade 5° do RNA sem cap

AAAAA
CDNA TTTTT
B oligo dT
ﬂ transcricdo reversa
- TTTTT
—> 4_
4_
primer GeneRacer 5’ primers especificos para genes de ORs ou de V1Rs

primer GeneRacer 5’ Nested

PCRs para amplificagédo de cDNAs 5’ intactos

Figura 7. Esquema explicativo do método de RLM-RACE.
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Um segundo PCR (nested-PCR), utilizando, como alvo, o produto obtido na
primeira reacdo de amplificacdo juntamente com os oligonucleotideos internos
GeneRacer 5’ nested e oligonucleotideos especificos para genes de ORs ou para
genes de V1Rs foi realizado com o objetivo de aumentar a especificidade de selecéo
de cDNAs provenientes de genes de ORs e genes de V1Rs. Os produtos de PCR
foram, entdo, purificados, subclonados, inseridos em bactéria para amplificacdo e
isolados para sequenciamento. As sequéncias de cDNAs de genes de ORs e de
V1Rs, contendo as extremidades 5’UTRs completas dos mRNAs, foram alinhadas
contra o genoma de camundongo permitindo a exata localizacdo dos TSSs. Regides
a 5’ dos TSSs foram, entao, extraidas do genoma e pesquisadas para a presencga de
motivos conservados.

A seguir, descreveremos os resultados obtidos nas analises das regides

promotoras de genes de ORs e de genes de V1Rs, separadamente.

4.2 Anadlise de regifes promotoras de genes de receptores olfatérios (ORS)

4.2.1 Amplificagdo de cDNAs correspondentes a transcritos de genes de ORs
contendo a regiao 5’UTR intacta.

Como ja descrito anteriormente, utilizamos o método de RLM-RACE para
gerar sequéncias de cDNA de genes de ORs que contém a regido 5’UTR completa a
partir de RNA total de epitélio olfatério de camundongos. Este método permite que
transcritos com a extremidade 5’ completa sejam preferencialmente amplificados.

Para amplificar cDNAs de diferentes genes de ORs, utilizamos os
oligonucleotideos degenerados P8, P27 e P26R que reconhecem regides
conservadas entre diferentes membros da superfamilia de genes de ORs (Malnic et

al., 1999). Como indicado na figura 8A, a regido transmembréanica Il € alvo do
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oligonucleotideo P26R, a regido transmembranica VI € alvo do oligonucleotideo P27

e a regido transmembranica VIl € alvo do oligonucleotideo P8.

A

REGIAO CODIFICADORA DE RECEPTORES OLFATORIOS

LT g vy vl vl vilg

< +—
P26R P27 P8

B M12 3 456

00 O=N
(SESF. TS Rl

Figura 8. Amplificagao de cDNAs 5’'UTR completos para genes de ORs. A)
Esquema representativo das sete regibes transmembranicas (TM I-VII) dos
receptores olfatérios mostrando os alvos dos oligonucleotideos degenerados
P26R, P27 e P8. B) Eletroforese em gel de agarose 1,5% marcado com brometo
de etideo mostrando os resultados de PCRs obtidos com diferentes combinacdes
de oligonucleotideos degenerados para genes de ORs. Lane 1: controle negativo
da reacdo do lane 2; lane 2: oligonucleotideos GeneRacer 5 e P27 utilizando
cDNA de epitélio olfatorio de camundongo como alvo; lane 3: GeneRacer %’
Nested e P26R utilizando o produto de PCR mostrado no lane 2 como alvo; lane
4: controle negativo da reacdo do lane 5; lane 5: oligonucleotideos P8 e
GeneRacer 5’ utilizando cDNA de epitélio olfatério de camundongo como alvo;
lane 6: oligonucleotideos GeneRacer 5 Nested e P27 utilizando o produto de
PCR mostrado no lane 5 como alvo; M: peso molecular ( de 200 a 2000 pares de
base)

A figura 8B, lane 5, apresenta o resultado da reagdo de PCR na qual

utilizamos o oligonucleotideo 5’ GeneRacer e o oligonucleotideo degenerado P8.

Observamos que esta reacao gerou uma mistura de tamanhos variados de produtos
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de PCR o que era esperado ja que a regiao 5’UTR dos transcritos varia de tamanho.
Para aumentar a especificidade da selecdo de transcritos de genes de ORs,
realizamos um segundo PCR (Nested-PCR) com o oligonucleotideo 5 GeneRacer
Nested e o oligonucleotideo degenerado P27, usando como alvo a primeira reagao
de PCR, resultado mostrado na figura 8B, lane 6. O mesmo procedimento foi
realizado utilizando os oligonucleotideos 5 GeneRacer e P27 na primeira reacéo de
PCR (figura 8B, lane 2) e os oligonucleotideos 5 GeneRacer Nested e P26R na
segunda reacéo de PCR (figura 8B, lane 3).

O alinhamento de varias sequéncias de ORs mostra que a distancia entre o
ATG inicial predito e a regido em que os oligonucleotideos degenerados P8 e P27
reconhecem nos genes de ORs compreende por volta de 780 pares de base (pb) e a
distancia entre o ATG predito e a regido reconhecida pelo oligo degenerado P26R é
de 390 pb. Deste modo, somente os produtos de PCR maiores que ~800 pb (do lane
6, figura 8B) e maiores que ~400 pb (do lane 3, figura 8B) foram gel purificados. Os
fragmentos de cDNA purificados do gel de agarose foram clonados no plasmideo
pCRII. Colbnias isoladas de bactérias contendo as seqiiéncias de cDNAs obtidas por
RLM-RACE inseridas no plasmideo foram selecionadas por PCR de col6nia usando
os oligonucleotideos T7 e SP6, que reconhecem regides que flanqueiam o sitio
multiplo de clonagem do plasmideo, juntamente com os primers degenerados P27 e
P26R. A combinacao de primers utilizada foi: T7— P27 e SP6 — P27 ou T7 — P26R e
SP6 — P26R. Cada col6nia foi usada como alvo para duas reagdes de PCR. A figura
9 mostra um exemplo de resultados obtido para 12 colonias. Neste exemplo, cada
uma das 12 colbnias foi usada em duas reacdes de PCR: uma contendo 0s
oligonucleotideos SP6 e P27 e outra reacdo contendo os oligonucleotideos T7 e

P27. Como podemos observar na figura 9, somente uma das reacbes amplifica o
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fragmento de PCR flanqueado pelo oligonucleotideo foward T7 ou SP6 e o
oligonucleotideo reverso P27. Por exemplo, no lane 3 dos dois géis de agarose
mostrados na figura 9, vemos um produto de PCR com aproximadamente 1000 pb
na reacdo com SP6 e P27 e nenhum produto de PCR na reacdo com T7 e P27 o
que indica que o inserto foi clonado, no plasmideo, na orientagéo “SP6 — 5’ inserto 3’

—T7".

1234567 89101112

kb

SP6 - p27 2.0
1.0

0.4

123 456789101112

T7 - P27

Figura 9. Determinacao da orientacdo dos insertos clonados no vetor pCR
Il. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. As
amostras 1 a 12 sédo produtos de PCR obtidos de colénias de bactéria
transformadas com o vetor pCR Il contendo como insertos sequéncias de cDNA
de epitélio olfatério com extremidade 5’ completa amplificadas pelo método RLM-
RACE. Cada col6nia isolada foi usada como alvo de duas reacdes de PCR, cada
reacdo com uma combinacgéo de oligonucleotideos diferente: SP6-P27 e T7-P27.
Os oligonucleotideos SP6 e T7 anelam com regides do vetor que flanqueiam o
inserto e os insertos, neste exemplo, anelam com o oligonucleotideo degenerado
para receptores olfatérios P27. Como esperado, para cada colbnia, somente em
uma das combinac¢des de oligonucleotideos ocorre amplificacao.



51

Este PCR permitiu a determinacdo da orientacdo dos insertos no plasmideo,
deste modo, pudemos selecionar o oligonucleotideo SP6 ou T7 para sequenciarmos
completamente a regido 5UTR dos cDNAs obtidos. Além disso, os resultados do
PCR de colbnia nos assegurou que insertos improvaveis de serem cDNAs de genes
de ORs fossem eliminados pois, pelo alinhamento de varios ORs, sabe-se que a
distancia entre o ATG e a regido reconhecida pelo oligonucleotideo P27 tem por
volta de 780 pb, logo, produtos de PCR menores que ~800 pb foram descartados.

Os plasmideos das col6nias selecionadas foram purificados e sequenciados.

4.2.2 Andlise das sequéncias de cDNAs de genes de ORs obtidas por RLM-
RACE

Sequenciamos um total de 1012 clones contendo a regido 5’UTR dos cDNAs
selecionados e 80% destes correspondiam a genes de ORs, o que indica que nossa
estratégia, preferencialmente, amplificou sequéncias de genes de ORs. Além disso,
96% dos cDNAs de genes de ORs que obtivemos contém sequéncias 5UTR a
montante do ATG inicial predito indicando que realmente transcritos com a regido 5’
integra foram amplificados. Analises utilizando a ferramenta BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) mostrou que obtivemos sequéncias de cDNA com 5
UTR completo para 198 diferentes genes de OR, o que corresponde a 17% do
repertorio total de genes ORs preditos em camundongo.

Na tabela 1 comparamos, nos cromossomos de camundongo, a distribuicao
dos genes de OR para os quais obtivemos sequéncias de cDNA com a distribuicdo
de genes de ORs previamente anotados (Godfrey et al., 2004). Exceto para o
cromossomo 3, obtivemos sequéncias de genes de ORs que estdo distribuidas em

todos os cromossomos onde se encontram genes de ORs sendo que a maioria das


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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nossas sequéncias correspondem a genes de ORs nos cromossomos 2 e 7, onde
estdo localizados o maior numero de genes de ORs (Godfrey et al., 2004; Young et
al., 2002; Zhang & Firestein, 2002). Consideramos que este resultado mostra que
nossa amostra de cDNAs de genes de ORs representa satisfatoriamente o repertorio

de genes de ORs em camundongo.

Tabelal: Distribuicdo nos cromossomos de camundongo dos genes de ORs
previamente anotados e dos genes de ORs para qual obtivemos sequéncias de
cDNA. O numero de pseudogenes estdo indicados em parénteses.

cromossomo | Numero de genes anotados Numero de genes
(Godfrey et al., 2004) representados por cDNAs

1 23(7) 6
2 275(81) 44(5)
3 2 -
4 19(7) 4
5 - -
6 22(9) 5
7 198(51) 32
8 4 2
9 118(37) 20(1)
10 47(13) 9
11 35(20) 21(2)
12 - -
13 12(2) 4
14 32(4) 6
15 6(3) 3(1)
16 29(8) 18
17 36(17) 5
18 - -
19 52(19) 9
X 2 1
Y - -

numero total 1190 198
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O aluno de doutorado Pedro A. F. Galante participou também deste projeto e
realizou todo o trabalho de alinhamento e agrupamento das sequéncias de cDNAs
obtidas, além da analise da estrutura génica 5’ (caracterizagao de éxons e introns) e
extracdo das seqUéncias promotoras.

As sequéncias de cDNA de genes de ORs obtidas foram alinhadas contra a
sequéncia gendmica de camundongo. Regides codificadoras de genes de ORs,
previamente anotadas (Young et al., 2002; Zhang & Firestein, 2002), foram incluidas
no alinhamento para auxiliar na definigdo das regides 5’ e codificadoras das nossas
sequéncias de cDNA de genes de ORs. Esse alinhamento permitiu que sequéncias
de cDNA correspondentes ao mesmo gene de OR fossem agrupadas em um mesmo
cluster. Obtivemos um total de 198 clusters sendo que cada cluster contém as
sequéncias de cDNA de um gene de OR diferente. Cada cluster contém, ao menos,
uma sequéncia de cDNA e 54% dos clusters contém mais de 2 sequéncias. A figura
10 representa dois exemplos de clusters. Na figura 10A vemos o cluster
correspondente ao gene de OR olfr483 que contém 5 sequéncias de cDNA. Em
laranja vemos o alinhamento das sequéncias codificadoras preditas dos ORs, que
nao possuem introns (Young et al., 2002; Zhang & Firestein, 2002) e em amarelo o
alinhamento das sequéncias de cDNA, que obtivemos experimentalmente. O
resultado mostra que este gene apresenta um unico intron e um éxon néo traduzido
como OR a %’ da regido codificadora do OR em questdo. Este tipo de estrutura
génica é encontrada na maioria dos genes de ORs analisados. A figura 10B mostra
o cluster para o gene de OR olfr860 que é composto de 3 sequéncias de cDNA e
podemos observar que este gene apresenta dois éxons a 5’ da regido codificadora

do OR, dois introns e sofre splicing alternativo.
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95370k 95371k 95372k 95373k
AY073360
AY317591
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Figura 10. Exemplo da organizagéo de 2 clusters de genes de receptores
olfatérios. A) A regido do cromossomo 7 que contém o gene olfr483 esta
representada pela linha continua superior. As anotagfes das regides
codificadoras (que nao possuem introns) preditas AY073360 e AY317591
(Young et al., 2002; Zhang & Firestein, 2002) estdo representadas em laranja.
O cluster olfr483 é formado por 5 cDNAs que alinham na mesma regido e
sobrepfem-se com as regides codificadoras preditas. Os éxons estdo
representados em amarelo e os introns como linhas. A extremidade 5’ do gene
localiza-se a esquerda. B) O cluster do gene olfr860 esta localizado no
cromossomo 9 e é formado por 3 sequéncias de cDNA. As anotacbes das
regides codificadoras preditas AY318037 e AY035369 (Young et al., 2002;
Zhang & Firestein, 2002) estdo representadas em laranja. O gene olfr860
contém 2 introns e 2 éxons a 5 da regido codificadora que podem sofrer
splicing alternativo gerando dois tipos de cDNAs que diferem na extremidade 5'.
Neste caso, a extremidade 5’ do gene esta localizada a direita.
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A seguir, analisamos a estrutura da regiao 5’UTR dos 198 genes de ORs. Em
média, o tamanho da regidao 5’UTR é de 139 pb, variando de 32 a 659 pb. Os
resultados apresentados na tabela 2A mostram que dos 198 genes de ORs somente
dois ndo apresentam introns na regido 5UTR. Do total de 198 genes de ORs
analisados 72% possuem um éxon na regiao 5’'UTR, 23% possuem dois éxons e 3%
possuem 3 éxons. A tabela 2B mostra que os éxons presentes na regido 5’UTR
variam de 9 a 403 pb em tamanho. O tamanho dos introns varia bastante, de 91 pb
até 22,5 kb, mas a grande maioria (46%) possui introns com 2 a 4 kb de tamanho
(tabela 2C). Dos clusters com mais de duas seqiéncias de cDNA, 39 apresentam
splicing alternativo.

Em nossas andlises encontramos 108 genes que possuem UORFs (upstream
Open Reading Frames) nos éxons a 5’ da regido codificadora dos ORs. Acredita-se
que, em geral, a traducdo de um mRNA maduro inicia-se no primeiro cédon de
iniciacdo AUG (Kozak, 1999). Estas uORFs possuem ao menos 10 cédons sendo
capazes de codificar pequenos peptideos. Sugeriu-se que UORFs na regido 5UTR
de transcritos possam estar envolvidas num mecanismo de regulacdo negativa da
eficiéncia de traducdo das proteinas (Pesole et al., 2001). O papel destas UORFs
localizadas na regido 5’UTR dos genes de ORs precisa ainda ser analisado.

Também constatamos que um total de 35 genes de OR analisados tem um
AUG em fase localizado a esquerda do AUG predito indicando que estes genes
podem codificar receptores olfatdrios com uma regido amino-terminal maior do que a

predita somente pela analise das sequéncias gendmicas.



Tabela 2. Estrutura da regidao 5’ UTR dos genes de ORs. Sdo mostrados o
namero de genes de ORs contendo zero a quatro exons na regido 5 UTR e o
numero de éxons e introns com diferentes tamanhos na regido 5’ UTR.

A
numero de genes de ORs | numero de éxons
2 0
143 1
46 2
6 3
1 4
B
numero de exons | tamanho dos éxons (bp)
58 <50
67 50 -100
54 100 -150
35 150 — 200
31 > 200
C
numero de introns |tamanho dos introns (kb)
3 <0,2
13 0,2-0,5
16 05-1
53 1-2
91 2-4
50 4-8
17 > 8
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4.2.3. Andlise das regides promotoras dos genes de ORs.

O alinhamento das seqtiéncias de cDNA contendo a regido 5’'UTR completa
contra 0 genoma de camundongo permitiu que determinassemos a localizacao exata
dos TSSs para 198 genes de ORs. Extraimos sequéncias gendmicas de 600 pb a
montante dos TSSs. Primeiramente, regides repetitivas ou de baixa complexidade,
correspondentes a 7% do total de 198 sequéncias promotoras analisadas, foram
mascaradas para a proxima analise.

Buscamos motivos conservados nas regides promotoras utilizando trés
programas: Gibbs recursive sampler (Thompson et al., 2003); Consensus (Hertz &
Stormo, 1999) e Weeder (Pavesi et al., 2004). Cada programa usa um método
diferente para buscar motivos conservados em sequéncias nao alinhadas. A figura
11 mostra os resultados obtidos de véarias andlises com os trés programas de
bioinformética Gibbs, Consensus e Weeder. Os motivos conservados em varias das
198 regides promotoras estudadas estdo representados por Weblogos:
representacfes graficas que mostram o grau de conservacdo de nucleotideos em
cada posicao na sequéncia.

A figura 11 mostra que obtivemos, utilizando os programas Gibbs e
Consensus, motivos semelhantes ao sitio de ligacdo para os fatores de transcrigdo
da familia O/E expressos no sistema olfatério (Wang & Reed, 1993). As proteinas
O/E formam uma familia com quatro membros chamados O/E1 (também chamada
OIf1), O/E2, O/E3 e O/E4.Sitios de ligacdo para proteinas O/E foram identificados na
regido promotora de genes expressos especificamente em neurbnios olfatorios

(Kudrycki et al.,1993; Wang et al., 1993).
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Motivos com sitios de ligacdo
de proteinas O/E

i R

Motivo com sitio de ligacéo
semelhante ao sitio da proteina com
homeodominio Lhx2

u\p

e R

\)ll>

|
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Figura 11. Motivos encontrados nas regides promotoras dos genes ORs. Cada
representacdo grafica, gerada com o programa Weblogo, corresponde aos
resultados obtidos com os programas Gibbs recursive sampler, Consensus(*) e
Weeder(t). Os motivos que lembram sitios de ligacdo de O/E foram alinhados e
mostram o consenso CNgG. Os motivos 1 a 4, nomeados como motifl, motif2, motif3
e motif4, foram escolhidos como representantes de diferentes grupos de sitios O/E-
like e foram usados em outras analises descritas nas figuras 13,14 e 15.



59

Todos os membros da familia O/E ligam-se a sitios-Olfl (seqUéncias
mostradas na figura 12 para os genes OMP, Golf, Aclll e OcNC) formando
homodimeros ou heterodimeros e sdo expressos em neurdnios olfatérios maduros e
nas células progenitoras desses neurbnios (Wang et al.,1997; Wang et al., 2002).
Pesquisamos por motivos entre 6 e 14 nucleotideos de comprimento e o
alinhamento mostrado na figura 11 evidencia que mesmo diminuindo ou
aumentando o comprimento do motivo a ser pesquisado pelos softwares Gibbs e
Consensus, sempre encontramos 0 mesmo core de sitio de ligagdo semelhante ao
sitio de ligacao de O/E.

Analisando atentamente estes resultados observamos que, embora estes
motivos lembrem sitios de ligacdo O/E e apresentem o consenso geral CNgG, eles
também apresentam outros nucleotideos conservados que permitem dividi-los em
quatro grupos, dos quais selecionamos 4 representantes chamados de motivo 1
(M1), motivo 2 (M2), motivo 3 (M3) e motivo 4 (M4) que foram utilizados em outras
andlises, como descreveremos.

A figura 12 mostra o alinhamento de 10 sequéncias escolhidas ao acaso para
cada grupo de motivos semelhantes a sitios de ligacdo de O/E (M1-M4) e os sitios
O/E ja conhecidos para os genes de OMP (Olfactory Marker Protein), Golf (proteina
G olfatéria), adenilil ciclase Il (Aclll) e do canal dependente de nucleotideos ciclicos
(OcNC). Cada grupo M1 a M4 apresenta diferentes nucleotideos conservados nas

posi¢cdes marcadas com asteriscos (figura 12).



M1 720
M1 1000
M1l 56
M1 1273
M1 339
M1 1377
M1 1045
M1 1356
M1 123
M1_191

M3 211
M3 1377
M3_ 1352
M3_ 1308
M3 171
M3 32
M3 1434
M3 90
M3 1415
M3 413

TTCTCCTGGGAG
TTCTCCTAGGAG
CTCTCTTGGGAG
ACCTCCTGGGAG
ATCTCCTGGGAT
ATCTCCAGGGAC
ACCTCCAGGAAT
CTCTTCAGAGAA
GTCTTCAGAGAA
CCCTCCAGGGAA

* Kk *
CCCACTGGGGCT
TCCACTGTGGTT
TTCCCTGTGGGA
ACCACTGAAGCA
TGCACTGTAGCA
CACACTGTAGAC
AACACTGGGGAA
CCCACTGGAGTA
CTCACTGGAGGA

ATCCCTGGAGTC
* ok ok ok *

M2 165
M2 457
M2 1501
M2 1270
M2 181
M2 1352
M2_ 27
M2_ 741
M2 181
M2 56

M4 1339
M4 389
M4 392
M4 214
M4 1

M4 1000
M4 24
M4 1301
M4 1261
M4 702

TTCTCCAGGGAA
TCCCACAGGGAA
TCCTAGAGGGAA
TACTAGAGGGAA
TTCTGCAGGGAA
TTCCATGGGGAA
ATCCATAGGGAA
TTCACTGGGGAA
AACACTGGGGAA

CTCTCTTGGGAG
* ok ok ke

ATCCTCCCTGAG
ATCCCTGAGGAA
ATCCCTGAGGAG
TTCCCAGAGGAT
ATCCCAGAGGAG
TTCCTTGGGGAC
TTCCTATGGGGT
GTCCCATGGGTT
GTCCTTTGGGTA
ATCCTTTAGGTA

* ok K *
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Figura 12. Alinhamento de sequéncias de nucleotideos dos motivos 1 a 4
comparadas com os sitios de ligacdo de O/E conhecidos em outros genes. Dez
sequéncias foram selecionadas de forma aleatéria para cada um dos motivos (M1-
M4) e alinhadas. Cinco sequéncias, anteriormente identificadas como sitios de
ligagdo de O/E nos promotores dos genes OPM, ACIII, OcNC e Golf (Wang et al.
1993), também foram alinhadas. Os nucleotideos conservados em cada alinhamento
estdo indicados pelos asteriscos. Os nomes dos genes de ORs de onde vieram
estes motivos estdo indicados (por exemplo: M1 720 corresponde ao motivo 1
encontrado no promotor do gene olfr720).
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Identificamos, com uso do programa Weeder, sitios de ligacdo para proteinas
com homeodominios, mostrados na figura 11. Estes sitios foram anteriormente
identificados na regido promotora de alguns genes de ORs em proximidade com
sitios de ligagdo de O/E (Rothman et al., 2005; Vassalli et al., 2002) e foi
demonstrado que a proteina com homeodominio Lhx2 interage com este sitio em
ensaios de monohibrido e ensaios de mobilidade eletroforética (Hirota & Mombaerts,
2004).

O grafico da figura 13A mostra a distribuicdo dos 4 motivos semelhantes a
sitios de ligacdo de O/E que identificamos dentro do intervalo de —600 a +1 das
regides promotoras de ORs obtidas. Esses motivos estdo concentrados em regides
promotoras (-200 até +1) préoximas aos TSSs.

O gréfico da figura 13B compara da distribuicdo de todos os motivos
semelhantes a sitios de O/E, chamados de O/E-like sites, com a distribuicdo dos
sitios de ligacdo de homeodominios, chamados de homeodomain-like sites. Os sitios
de ligacdo de homeodominios apresentam uma distribuicdo mais espalhada nas
regides de 600 pb dos 198 promotores analisados. A sequéncia 5 TAATTG 3,
representada no grafico da figura 8B, foi encontrada préxima a um sitio de O/E no
promotor do gene de OR M71 e identificada como alvo da proteina Lhx2 (Rothman

et al., 2005; Hirota & Mombaerts, 2004).
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Figura 13. Grafico da distribuicdo dos motivos na regido de —600 até o TSS
(+1) dos genes de receptores olfatérios analisados. Cada ponto no grafico
representa o numero de motivos presentes, naquele intervalo, para o total de 198
promotores analisados. A) Distribuicdo dos motivos de 1 a 4 semelhantes a sitios
de ligacdo de O/E. Estes motivos aparecem mais representados na regiao entre
—200 e +1. B) Localizagdo dos motivos no total de 198 regibes promotoras
analisadas. O numero total de sitios de ligagdo de O/E (O/E-like sites)
corresponde & soma dos sitios dos motivos M1-M4 e os sitios de ligacdo de
homeodominios (homeodomain-like sites) sdo baseados no consenso
(C/IA)AATTA. A distribuicdo do sitio de homeodominio TAATTG, anteriormente
identificado na regido promotora de alguns genes de ORs (Vassalli et al. 20002)
e envolvido na regulacdo da expressdo do OR M71 (Rothman et al. 2005) é
mostrada.
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Nossos resultados mostram que a grande maioria dos genes de OR
analisados compartilham elementos comuns nas suas regides promotoras.
Utilizando trés programas diferentes identificamos somente dois sitios de ligacéo,
sitios de ligacdo semelhantes aos sitios de proteinas O/E e sitios de ligacdo de
proteina com homeodominio Lhx2, presentes em 87% e 95% dos 198 promotores

analisados, respectivamente, como apresentado na tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo dos motivos nos promotores de genes de ORs. *Numero
de genes ORs do total de 198 genes analisados que contém os motivos O/E-like e
homeodomain-like nas regiées promotoras. TNGmero total de sitios encontrados no
total de 198 promotores analisados.

Motivo Numero de genes ORs* Numero total de sitios no

(% do total de 198 promotores) total de 198 promotores’
O/E-like 173 (87%) 382
Homeodomain-like 188 (95%) 1029

Importante lembrar que ndo podemos excluir a possibilidade de que existam
outros motivos conservados, menos freqientes do que 0s motivos que encontramos

em nossa analise, e que ndo foram identificados pelos programas utilizados.

4.2.4. Ensaios de EMSA para avaliar o significado biolégico dos motivos
encontrados nos promotores de genes de ORs.

Para avaliar o significado biolégico dos diferentes motivos semelhantes a
sitios de ligacdo de O/E, realizamos ensaios de mobilidade eletroforética em gel de

poliacrilamida (EMSA).
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Desenhamos oligonucleotideos contendo sequéncias representativas para
cada um dos motivos M1-M4. As extremidades 3’ dos oligonucleotideos dupla-fita
foram marcadas com ddUTP ligado a molécula de digoxigenina. Esses
oligonucleotideos marcados foram incubados com extratos protéicos nucleares de
epitélio olfatorio, cérebro e figado e, a seguir, realizamos eletroforese em gel ndo
denaturante de poliacrilamida 4%. Os complexos formados entre DNA (oligo) e
proteinas migram mais lentamente que os oligonucleotideos livres e, dessa forma,
podemos detectar se proteinas do extrato nuclear interagiram com determinada
sequéncia de DNA. Apoés imobilizarmos as proteinas e o DNA presentes no gel em
membranas Hybond-N+, realizamos a detec¢do imunolégica utilizando anticorpo
anti-digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina e o substrato quimiluminescente
CSPD.

Como mostrado na figura 14A, os motivos de DNA M1-M4 formam complexos
com proteinas nucleares de epitélio olfatério. Como controle do extrato nuclear de
epitélio olfatério, usamos o sitio de ligacdo para OIf-1 (O/E1), que j& havia sido
caracterizado pelo mesmo ensaio (Kudrycki et al., 1993; Wang et al., 1993). A
formacdo dos complexos entre proteinas nucleares de epitélio olfatorio e os oligos
marcados ndo é mais visualizada quando um excesso de oligos ndo marcados
(competidores especificos) € adicionado a reacdo. Nesses casos, observamos que o
oligonucleotideo marcado presente no complexo é deslocado pelo excesso do
mesmo oligonucleotideo s6 que ndo marcado e vemos o0 aumento da intensidade da
banda correspondendo ao oligonucleotideo marcado na extremidade inferior do gel
(figura 14A) indicando a especificidade de formacdo destes complexos. N&ao
observamos a formacdo de complexos entre DNA e proteinas quando os motivos

sdo incubados com extratos nucleares de figado e cérebro, como mostrado nas
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figuras 14B e 14C, indicando que os motivos analisados sédo alvos de interacdes
com proteinas presentes no extrato nuclear de epitélio olfatério.

Como estes motivos sdo sequéncias de DNA altamente relacionadas aos
sitios de ligacdo de O/E, nos perguntamos se os complexos formados na figura 14A
seriam devido a interacdes das proteinas O/E com 0s motivos M1-M4. Observamos
(dados ndo apresentados) que o oligonucleotideo ndo marcado para OIfl, quando
usado como competidor em reacdes de ligacdo com os motivos M1-M4, é capaz de
deslocar os complexos formados entre os motivos marcados e as proteinas do
extrato nuclear de epitélio olfatério da mesma forma que os competidores
especificos mostrados na figura 14A. Além disso, o oligonucleotideo marcado do
motivo M2 também €& capaz de deslocar o complexo formado entre o
oligonucleotideo marcado contendo o sitio de ligacdo de OIfl e as proteinas do
extrato nuclear (dado ndo mostrado). Esses dados sugerem que as mesmas
proteinas, provavelmente as O/E, devem estar interagindo com a sequéncia de DNA

olfl1 e os motivos 1-4.
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A epitélio olfatério
Olf-1s M1 M2 M3 M4
competidor_. . _ 4+ - 4+ - 4+ - %

especifico - A .

-

°
B cérebro C figado
OlIf-1s1 2 3 4 Olf-1s1 2 3 4
e & s _— (:_.,...._-—'
-t e | “ -
®

Figura 14. Ensaios de mobilidade eletroforética em gel n&do denaturante de
poliacrilamida 4%. Oligonucleotideos dupla-fita marcados com digoxigenina
correspondendo aos motivos M1-M4 foram incubados com extratos nucleares de
epitélio olfatério (A), cérebro (B) e figado (C), como indicado. Os
oligonucleotideos marcados livres estéo indicados pelo simbolo °.
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4.2.5 Especificidade das interagcfes dos motivos semelhantes a sitios O/E

Para avaliar se as interacdes entre DNA e proteinas observadas na figura 14
eram realmente especificas e dependentes de seqiéncias conservadas nos motivos
M1-M4, os nucleotideos conservados em cada motivo foram mutados e usados em
ensaios de ligacdo. Como mostrado na figura 15A, os oligonucleotideos mutados
nao sdo capazes de formar complexos entre DNA e proteinas com extrato nuclear
de epitélio olfatério indicando que as interacdes entre os oligonucleotideos e as
proteinas nucleares de epitélio olfatério dependem dos nucleotideos conservados
nos motivos M1-M4.

A Of1s M1 M2 M3 M4
wt® wtx wtx wt*x wtx

i
di.u_Jullll .

E3 0lfl-site 5 AAGGGAGAGTCCCTAGGGAGCTTGGGAGGGG 3’
0lfl-site* 5 AAGGGAGAGTGCCTAGGGAGCTTGGGAGGGG 3’

M1 5 TCTCAGACTTTTCTCCTGGGAGACATCTCAG 3’
M1*5 TCTCAGACTTTTAGCCTGGGAGACATCTCAG 3’

M2 5 TTTACAAATTTCTCCAGGGAATTTAGCATCCTT 3’
M2*5 TTTACAAATTTATCCATTTCATTTAGCATCCTT 3’

M3 5 CCTGGCATCTCCCACTGGGGCTTATATTCTG 3’
M3*5" CCTGGCATCTCACAAGTGGTCTTATATTCTG 3’

M4 5 CTTCAGCTTCATCCTCCCTGAGGACAGGGAG 3’
M4*5’ CTTCAGCTTCATCCGACCTGATTACAGGGAG 3’

Figura 15. Especificidade dos complexos formados entre DNA e proteinas nucleares.
Ensaios de mobilidade eletroforética em gel de poliacriliamida 4%. A) Proteinas
nucleares de epitélio olfatério formam complexos com os oligonucleotideos contendo os
motivos sem mutagbes (wt), mas ndo formam complexos com os oligonucleotideos
correspondentes mutados (*).B)As sequiéncias dos oligonucleotideos e seus correspondentes
sitios mutados sdo mostradas. A regido dos oligonucleotideos em negrito (preto e vermelho)
corresponde aos motivos. Os nucleotideos em vermelho sdo os conservados em cada
motivo, e em azul os nucleotideos mutados.
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Nossos resultados mostram que diferentes promotores de genes de ORs
compartilham sitios de ligacéo de proteinas O/E. Esses sitios possuem diferencas na
sequéncia que podem permitir a interacdo de diferentes combinacdes ou

quantidades de proteinas O/E.

4.2.6 Anélise da escolha de expressdo de um gene OR em relagdo aos motivos
O/E presentes nos promotores

Anteriormente foi demonstrado que diferentes proteinas O/E possuem
propriedades de ligacdo ao DNA semelhantes (Wang et al.,1997). Na figura 14A
mostramos que os motivos M1-M4 semelhantes a sitios de ligacao de proteinas O/E
interagem diferentemente com proteinas presentes no extrato nuclear de epitélio
olfatério. Esta diferenca observada poderia ser explicada pela interacdo de cada
motivo com uma proteina O/E diferente ou com a mesma proteina O/E mas com
afinidades diferentes. Sabe-se que diferentes receptores olfatérios apresentam
diferentes niveis de expressdo (Young et al., 2003), ou seja, 0 numero total de
neurénios expressando um determinado receptor olfatério, assim como o nivel de
MRNA produzido, é diferente. Com o objetivo de avaliar se o tipo de motivo
semelhante a sitios O/E (M1, M2 M3 ou M4) presente no promotor de um gene de
OR, assim como a sua proximidade em relacdo ao TSS, afeta a probabilidade de
escolha de expressédo deste gene pelo neurbnio olfatdrio, analisamos a expressao de
determinados ORs utilizando a técnica de hibridizac&o in situ com sondas de RNA
que hibridizam com transcritos de genes de OR. Com excec¢ao do gene de OR
OIfr994 que apresenta os motivos M1 e M2 no promotor e do gene de OR OIfr393
que apresenta 0os motivos M3 e M4 no seu promotor, 0s outros oito genes de ORs

analisados possuem somente um tipo de motivo O/E no seu promotor. Além disso,
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cinco genes de ORs escolhidos possuem sitios de ligacdo de O/E ( M1, M2 ou M4)
proximos aos respectivos TSSs e cinco genes de ORs possuem sitios O/E (M1 ou
M2 ou M3 ou M4) mais afastados aos TSSs nas regidbes promotoras como
representado na figura 16A. Fatias consecutivas de 16pum de espessura de narizes
de camundongo com trés semanas de idade foram depositadas em laminas
seqglenciais e cada lamina foi incubada com uma sonda especifica de RNA antisense
contra transcritos de um dos genes de ORs selecionados. Realizamos contagens dos
neurbnios que hibridizaram com as sondas de genes ORs nas fatias de epitélio
olfatério. Os resultados obtidos, apresentados na figura 16B, mostram que, em cada
fatia de epitélio olfatério analisada, o numero de neurbnios positivamente marcados
variou de 33 a 70. Observamos que a presenca de um unico tipo de motivo O/E (M1,
M2, M3 ou M4) no promotor ndo parece influenciar, para mais ou para menos, a
escolha de um gene OR ser transcrito. Na verdade, na maioria dos casos analisados
(7 em 10), o numero neurbnios positivos para cada gene de OR mantém uma média
de 59. Entre os cinco genes de ORs com sitios O/E préximos aos TSSs, somente 0
gene OIfr480 localizado no cromossomo 7 apresenta um numero menor que
quarenta (37) de neurbnios positivamente marcados enquanto que 0s outros quatro
genes de ORs analisados apresentam mais de 50 neurdnios positivamente marcados
(dados em vermelho na tabela da figura 16B). Entre os cinco genes de ORs com
sitios O/E distantes dos TSSs (dados em azul na tabela da figura 16B) dois, olfr18 e
olfr873, apresentam 33 e 39 neurdnios marcados, respectivamente, por fatia de
epitélio analisada e os outros trés genes de OR apresentam mais de 50 neurdnios

positivos.
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ao centrébmero)* olfatério analisadas
Olfr994 M1 M2 2 84 57
Olfr1016 M2 2 84 70
Olfr1301 M4 2 102 58
Olfr672 M2 7 99 58
Olfr480 M1 7 103 37
Olfr77 M1 9 13 56
Olfr18 M3 9 13 33
Olfr873 M4 M2 9 13 39
Olfr398 M2 11 77 59
Olfr1260 M3 2 84 52

*Godfrey et al.2004
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Figura 16. Hibridizacdes in situ em epitélio olfatério de camundongo utilizando sondas de RNA
antisense que hibridizam com RNAs mensageiros correspondentes a diferentes genes de
receptores olfatérios (ORs). A) esquema das regides promotoras, de 600pb, a 5’ dos 10 genes de
ORs escolhidos. S&o mostrados o0 nome dos genes de ORs (homenclatura OIfrf) e o cromossomo
(CHR) em que residem. Os quadrados coloridos inseridos dentro dos retdngulos mostram a
localizacéo dos putativos sitios de ligacdo para proteinas O/E (representados pelos motivos M1, M2,
M3 e M4) dentro dessas regifes promotoras. B) tabela indicando o nome dos genes ORs analisados,
0S motivos que aparecem nos promotores, 0 cromossomo em que residem, a regido genémica em
que se encontram em relacdo a distancia do centrdbmero e 0 nimero de neurdnios positivos por fatia
de epitélio olfatério analisado. Os dados em vermelho séo referentes a genes de ORs que apresentam
no promotor motivos O/E-like préximos aos TSSs e os dados em azul sédo referentes a motivos O/E-
like distantes aos TSSs. C) Imagens de secc¢des coronais de epitélio olfatério de camundongo obtidas
em microscOpio convencional com objetiva de 20X mostram marcacdo positiva (ponta da seta
vermelha) em neurdnios do epitélio olfatério indicando expressao de transcritos correspondentes aos
diferentes genes de ORs analisados.
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Resolvemos, entdo, verificar em que cromossomo e dentro de que lécus
(distancia em megabases do gene de OR em relacdo ao centrébmero) residem o0s
genes de OR escolhidos (tabela da figura 16B). Do total de 10 genes de ORs
analisados por hibridizagdo in situ, quatro residem no cromossomo 2, trés no
cromossomo 9, dois no cromossomo 7 € um no cromossomo 11. Os genes de ORs
residentes no cromossomo 2 apresentam mais de 50 (entre 52 e 70) neurdnios
positivamente marcados por fatia de epitélio olfatério analisada. Somente um dos
genes de OR, olfr1301, esta no l6cus 102 enquanto que 0s outros trés encontram-se
no locus 84 (significa que estdo no mesmo cluster localizado 84 megabases do
centrébmero do cromossomo 2). Dos trés genes de ORs localizados no l6cus 13 do
cromossomo 9, dois apresentam menos de 40 neurdnios marcados positivamente na
hibridizacdo in situ enquanto que o outro gene de OR, olfr77, possui 56 neurdnios
marcados. Em relacéo aos dois genes de ORs que residem no cromossomo 7 0 que
se localiza no l6cus 103 apresenta menos de 40 neurénios marcados e o que esta no
l6cus 99 apresenta 58 neurdnios positivos. E finalmente o Unico gene de OR
analisado do cromossomo 11 esta no lécus 77 e apresentou 59 neurdnios
positivamente marcados na hibridizacdo in situ. Portanto, estes resultados indicam
gue os genes de ORs localizados em uma destas regibes do genoma ndo tém a
probabilidade de expressdo aumentada.

Em concluséo, estes resultados sugerem que nem o tipo nem a distancia dos
sitios O/E na regido promotora de 600 pares de base a montante dos TSSs parece
afetar para mais ou para menos a probabilidade de escolha de um gene de OR. No
entanto, esta andlise foi de uma pequena amostra (10 genes de ORs somente) e

para confirmar a tendéncia observada novas analises precisariam ser feitas.
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4.3 Anélise de regibes promotoras de genes de receptores de feroménios do
tipo 1 (V1Rs).

Como ja foi apresentado, a expressdo dos genes que codificam para
receptores V1Rs, semelhante a expressdo dos genes de ORs, € monoalélica e
mutuamente exclusiva (Rodriguez et al., 1999; Ropollo et al., 2007).

As semelhancas no padréo de expressao dos genes de V1Rs e dos genes de
ORs levanta a possibilidade de existéncia de um mecanismo de regulacdo génica
comum aos dois neurdnios sensoriais envolvendo elementos cis-atuantes
conservados.

A estratégia que adotamos para determinar e analisar regides promotoras de
diferentes genes de ORs mostrou-se util na identificacdo de elementos conservados.
Empregamos a mesma abordagem para analisar também os promotores de genes

de V1Rs.

4.3.1 Desenho de primers degenerados e familia-especificos para genes de
V1Rs.

Para obter regides promotoras de diferentes genes de V1Rs, utilizamos o
método de RLM-RACE, bem descrito no item 4.1. Como ja mencionado, esse
meétodo permite gerar cDNAs correpondentes a mRNAs com a extremidade 5’UTR
intacta.

Com o objetivo de amplificar produtos correspondentes a diversos genes de
V1Rs, desenhamos oligonucleotideos que reconhecem regifes conservadas entre
varios genes de V1Rs. Identificamos, através do alinhamento de genes de V1Rs
preditos (Rodriguez et al., 2002), uma sequéncia conservada localizada na regiao

transmembréanica 3 (TMIIl) dos receptores V1Rs e escolhemos essa regido para
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desenhar oligonucleotideos degenerados, nomeados VNR1 e VNR2 como mostrado
na figura 17A. Estes oligonucleotideos foram usados para amplificar diferentes
membros da superfamilia de genes V1Rs.

O repertério de genes de V1Rs divide-se em 12 familias nomeadas de A-L
(figura 5) e, ao contrario dos genes de ORs que possuem regifes altamente
conservadas entre todos os membros, os genes de V1Rs sdo mais diversos
(Rodriguez et al.,, 2002) o que torna um desafio maior amplificar, a partir de
oligonucleotideos degenerados, um numero representativo dos genes de V1Rs.
Para a busca de elementos reguladores comuns em regides promotoras de
diferentes genes de V1Rs é importante pesquisar uma amostra representativa do
repertério de genes expressos, no entanto, o uso dos oligonucleotideos
degenerados VNR1 e VNR2 néao foi suficiente para enriguecer nossa amostra com
cDNAs provenientes de diferentes familias de genes de V1Rs. Portanto, decidimos
adotar a estratégia de desenhar oligonucleotideos especificos para as diferentes
familias de genes de V1Rs que ndo estavam representadas em nossa primeira
amostra de cDNA. Sequéncias correspondentes a membros que formam diferentes
familias de genes de V1Rs foram separadamente alinhadas. Regifes conservadas
entre os membros da mesma familia de genes de V1Rs foram selecionadas e
usadas no desenho de oligonucleotideos familia-especificos. Estes foram usados
na selecdo de cDNAs 5 UTR intactos correspondentes a genes de diferentes

familias de V1Rs.
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4.3.2 Amplificagao de cDNAs contendo a regidao 5’UTR completa para genes de
V1Rs.

Utilizamos RNA total proveniente de 6rgdo vomeronasal de camundongos
para a sintese de cDNA pelo método RLM-RACE.

Na figura 17B (lane 1) vemos que os produtos de PCR obtidos com o0s
oligonucleotideos VNR1 e GeneRacer5’ apresentam uma mistura de fragmentos de
diferentes tamanhos. Isso mostra, como esperado, que a extremidade 5 de
diferentes cDNAs codificantes para V1Rs varia em tamanho. Como a distancia entre
o oligonucleotideo VNR1 e o ATG inicial predito para os genes de V1Rs é de
aproximadamente 400 pares de base, o tamanho minimo esperado dos produtos é
de 400 pares de base.

Para diminuir a presenca de produtos inespecificos, realizamos um PCR
nested, utilizando como alvo o produto obtido com os oligonucleotideos GeneRacer
5" e VNR1 em uma reagao de PCR com os oligonucleotideos GeneRacer 5'nested e
VNR2. A figura 17B (lane 3) mostra este resultado. Bandas com tamanho por volta
de 500pb séo preferencialmente amplificadas neste segundo PCR. Como o tamanho
minimo esperado para os produtos amplificados com GeneRacer 5 e VNR1 é ~400
pares de base, gel extraimos os produtos com tamanho acima de 400 pb e
descartamos os fragmentos inespecificos de tamanho inferior.

Os produtos de PCR purificados foram subclonados no plasmideo pCRII e
inseridos em bactéria para amplificacdo. Colonias isoladas de bactérias contendo as
sequéncias de cDNAs obtidas por RLM-RACE inseridas no plasmideo, foram
selecionadas por PCR de col6nia usando os pares de oligonucleotideos T7 — VNR2

e SP6 — VNR2. O procedimento adotado € semelhante ao PCR de colbnia descrito



75

no item 4.2.1 para a selecdo de clones contendo insertos de genes de ORs. Os

plasmideos das col6nias selecionadas foram purificados e seqienciados.

A REGIAO CODIFICADORA DE V1Rs

L[ [ vy [l vif il

e

VNR2
VNR1

2,0
1,8
0,8
0,4

0,2

Figura 17. Sele¢cao de cDNAs 5’UTR completos correspondentes a genes de
V1Rs. A) Esquema representativo das sete regides transmembranicas (TM | ao TM
VII) dos receptores de ferombnios do tipo 1 mostrando os alvos dos
oligonucleotideos degenerados VNR1 e VNR2. B) Eletroforese em gel de agarose
1,5% marcado com brometo de etideo mostrando os resultados de PCRs obtidos
com os primers VNR1 e GeneRacer 5 (lane 1) utilizando cDNA de VNO de
camundongo como alvo e com os primers VNR2 e GeneRacer 5’ Nested (lane 3)
utilizando o produto de PCR mostrado no lane 1 como alvo. Os lanes 2 e 4 sao o0s
respectivos controles negativos dos PCRs em 1 e 3. PM: peso molecular ( 2,0 a
0,2 quilo bases).
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Como ja descrito, para obter uma amostra de cDNAs 5 intactos
representativa de todas as 12 familias que compdem o repertorio de genes de V1Rs
no genoma de camundongo desenhamos oligonucleotideos especificos que
reconhecem regides conservadas em diferentes membros de algumas das familias
de genes de V1Rs. De forma semelhante ao que descrevemos na selecdo com 0s
oligonucleotideos degenerados VNR1 e VNR2, os produtos de PCR obtidos com os
oligonucleotideos familia-especificos foram gel purificados, subclonados, inseridos

em bactéria, selecionados e sequenciados.

4.3.3 Anadlise das sequéncias de cDNA 5’UTR completas de genes de V1Rs

De um total de quase 650 sequéncias analisadas, obtivemos 438 sequéncias
de cDNAs 5’UTR intactos (67%) correspondendo a 39 genes de V1Rs diferentes
abrangendo 26% do repertdrio de 150 genes funcionais de V1Rs em camundongos.

Na tabela 4 comparamos a distribuicdo dos genes de V1Rs para 0s quais
obtivemos sequéncias de cDNA 5’UTR intactos, com a distribuicdo de 149 genes de
V1Rs preditos nos cromossomos de camundongo retirados do banco de dados do
NCBI. Exceto para o cromossomo X que possui somente dois genes de VIR,
obtivemos sequéncias de genes de V1Rs que estdo distribuidas em todos os
cromossomos onde se encontram genes de V1Rs, sendo que a maioria das nossas
sequéncias correspondem a genes de V1Rs no cromossomo 6 onde estdo

localizados o maior nimero de genes de V1Rs.
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Tabela 4. NOmero de genes por cromossomo. O resultado esta dividido em dois
grupos: um contendo as regides codificadoras preditas; outro contendo apenas a
amostra de cDNAs obtida.

regides codificadoras preditas amostra de cDNAs obtida
Cromossomo namero de genes  cromossomo namero de genes
CHRG6 52 CHRG6 21

CHRY7 47 CHRY7 8

CHR13 32 CHR13 8

CHR17 16 CHR17 2

CHRX 2 CHRX -

Total 149 Total 39

A distribuicdo do repertério de genes de V1R anotados nas 12 familias de
genes de V1R (Rodriguez et al.,2002) assim como a distribuicdo da nossa amostra
de cDNAs é mostrada na tabela 5. Algumas familias com muitos membros, como,
por exemplo, as familias vird e vire, estdo representadas em nossa amostra por
somente uma sequéncia de cDNA apesar dos oligos familia-especificos que
desenhamos, em teoria, serem capazes de reconhecer todos os membros dessas
familias. Uma provavel explicacdo para este fato € que o método de RLM-RACE que
usamos para gerar cDNAs favorece a amplificagcdo de mensagens muito expressas e
também com 3’'UTR curto e, portanto, as mensagens menos expressas € mais
longas ndo sdo amplificadas com frequiéncia, o que pode ter acontecido com 0s

outros membros das familias pouco representadas na amostra.
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Tabela 5. Distribuicdo dos genes de V1Rs obtidos em relacdo as familias
génicas. O repertério de 137 genes de V1Rs preditos foram agrupados em 12
familias de A até L (*Rodriguez et al.,2002). O namero de genes de V1Rs que
obtivemos para cada familia esta indicado na terceira coluna da tabela.

familia repertorio de genes V1R cDNAs 5’ completos obtidos
anotados* experimentalmente
A 10 1
B 9 5
C 31 14
D 22 1
E 13 1
F 5 2
G 12 4
H 21 5
I 10 3
J 2 1
K 1 1
L 1 0
TOTAL 137 39
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As 438 sequéncias de cDNA 5’ intactas foram alinhadas, pelo aluno de
doutorado Pedro Galante, contra 0 genoma de camundongo, permitindo a analise da
estrutura 5’ dos genes de V1Rs e a determinagao dos TSSs.

A figura 18 mostra em esquema da estrutura 5 dos 39 genes de V1Rs
analisados. Uma sequéncia representativa de todos os cDNAs 5 intactos que
obtivemos para cada um dos 39 diferentes genes de V1R € mostrada na figura 18.
Os éxons estdo representados pelos retangulos amarelos e os introns pelas linhas
pretas. Para auxiliar o mapeamento dos genes de V1R, sequéncias preditas
depositadas no banco de dados do NCBI foram também utilizadas no alinhamento e
estdo representadas, na figura 18, como retangulos vermelhos. Em alguns casos,
como claramente mostrado para os genes v1rd13 e v1re9, foi constatado que houve
erro na predicdo das sequéncias codificadoras dos genes de V1Rs. Em muitos

casos 0 ATG predito ndo corresponde ao ATG experimental.
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Figura 18. Representacéao
esquematica da estrutura 5 dos
cDNAs obtidos pelo método RLM-
RACE correspondentes a 39
diferentes genes de V1R.

As regides codificadoras preditas dos
genes de V1R estéo representadas pelos
retdngulos vermelhos. Os éxons das
sequéncias de cDNAs obtidas estéo
representados pelos retangulos amarelos
e o0s intros pelas linhas pretas. O
tamanho dos introns fora da escala esta
indicado em pares de base. A localizacéo
exata dos sitios de inicio da transcricao
(TSSs) foi determinada pelo alinhamento
destas sequéncias contra 0 genoma de
camundongo e corresponde & posi¢ao do
primeiro nucleotideo do éxon mais a 5/,
no esquema localizado a esquerda.
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A tabela 6 apresenta os resultados obtidos em relagédo a regido 5 nao
traduzida. A maioria dos genes de V1R apresenta um unico éxon e intron na regiao
5’ nédo traduzida (5’-UTR), assim como os genes de ORs. Um total de 37 dos 39
genes de V1Rs apresentam ao menos 1 éxon e um intron na regido 5UTR. O
tamanho médio dos éxons é de 94 pares de base (pb) variando entre 22 a 518 pb.
Os introns da regido 5 apresentam uma grande variagdo em tamanho de 237 a
39876 pb. A grande maioria dos genes de V1R apresenta introns entre 2000 a 4000
pb.

Somente para trés genes de V1Rs em nossa amostra analisada detectamos

eventos de splicing alternativo sendo eles v1rc28, V1rc5 e V1re9.

Tabela 6. Estrutura da regido 5’ dos genes de V1R analisados. A maioria dos
genes de V1R apresenta um unico éxon e intron na regido 5 nao traduzida
(5’UTR). O tamanho médio dos éxons € de 94 pares de base (pb) variando entre
22 a 518 pb. Os introns da regido 5’ apresentam uma grande variagcdo em tamanho
de 237 a 39876 pares de base. A grande maioria dos genes de V1R apresenta
introns entre 2000 a 4000 pares de base.

éxon 5’UTR intron
tamanho (pb) frequéncia tamanho (kb) frequéncia

<50 8 <0,5 5

50 -100 20 05-1,0 3
100 —150 8 1,0-2,0 6
150 —200 2 20-40 24

> 200 15 4,0-8,0 9
>0,8 6
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4.3.4 Busca de elementos conservados na regido promotora dos genes de

V1Rs.

Determinamos experimentalmente a posicdo exata dos TSSs para 39 genes
de V1Rs diferentes. Sequéncias de 1000 nucleotideos a montante dos TSSs dos 39
genes de V1Rs obtidos foram extraidas e utilizadas na busca de elementos
conservados.

Buscamos motivos conservados, nhas 39 regibes promotoras, utilizando os
programas Gibbs recursive sampler (Thompson et al., 2003), Consensus (Hertz &
Stormo, 1999) e Weeder (Pavesi et al., 2004) que possuem algoritmos de busca
diferentes.

Selecionamos seis motivos. Os critérios para a selecdo desses motivos foram:
1) aparecerem com alta frequiéncia em diferentes promotores analisados; 2) estarem
concentrados préximos aos TSSs; 3) serem motivos diferentes, ou seja,
apresentarem consensos diferentes. Os motivos selecionados estédo representados
pelos Weblogos na tabela 7.

Os motivos MV3 e MV7 assemelham-se aos sitios de ligacdo de proteinas
O/E os quais também foram identificados na regido promotora dos genes de ORs. Ja
0S motivos MV12, MV15, MV21 e MV28 ndo se assemelham a sitios de ligagédo
conhecidos presentes nos bancos de dados de fatores de transcricdo Jaspar e
Transfac que foram consultados utilizando o programa STAMP (Mahony & Benos,

2007) disponivel no endereco eletrénico: http://www.benoslab.pitt.edu/stamp/.
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Tabela 7. Motivos selecionados na regido promotora dos 39 genes de V1R
analisados. Os motivos selecionados estéo indicados na tabela pela representacao
obtida com o programa Weblogo. A selecéo baseou-se na escolha dos motivos mais
frequentes em diferentes promotores e que estavam concentrados préximos aos
TSSs.

motivo logos Numero de genes V1Rs que contém os
motivos nas regides promotoras
(% do total de 39 promotores)

e ’ICJCT GA,_\AA! (3%521@)

MV7 ) 35
TexCCAca+l (90%)

MV12 | 30
L:CCA AcexC (77%)

MVI5 | | A  wenen A 9

]TCCTQAIQIQCCIC (23%)

,Nm...n..,.g:gl::,

W2 e TOAGLT.T i)

"2 | CACAs2ACT )

A seguir, nos graficos da figura 19, mostramos a distribuicdo desses motivos
nas regides promotoras pesquisadas. Contamos o numero de vezes que cada
motivo aparece em intervalos de 50 pares de base, do TSS (+1) até -1000, na regiao
promotora utilizando o programa SiteSeer (Boardman et al., 2003) disponivel no
endereco eletrbnico http://rocky.bms.umist.ac.uk/SiteSeer/. Este programa permite
visualizar a posi¢cdo ocupada pelo motivo em todas as sequéncias promotoras. O
grafico da figura 19A mostra a distribuicdo dos motivos MV3 e MV7, que se
assemelham a sitios de ligacdo de proteinas O/E. Estes motivos aparecem mais
concentrados nas regides entre —200 e +1 dos 39 promotores analisados assim
como o0s motivos semelhantes a sitios O/E anteriormente identificados nos
promotores de genes de ORs. Os motivos MV12, MV15, MV21 e MV28 mostrados

na figura 19B, também estéo concentrados proximos aos TSSs.


http://rocky.bms.umist.ac.uk/SiteSeer/
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Figura 19. Gréafico da distribuicdo dos motivos na regido de —1000 até o TSS
(+1) dos genes de V1R analisados. Cada ponto no gréfico representa o numero de
motivos presentes naquele intervalo para o total de 39 promotores analisados. Os
motivos aparecem mais concentrados na regido entre —300 e +1 (TSS). A) Os
motivos MV3 e MV7 assemelham-se aos sitios de
anteriormente identificamos nos promotores de genes de receptores olfatérios. B) Os
motivos MV12, MV15, MV21 e MV28 ndo se assemelham a sitios de ligacdo de
fatores de transcricgdo conhecidos e também estdo concentrados proximos aos

TSSs.
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4.3.5 Ensaios de EMSA com os motivos encontrados nos promotores de V1Rs.

Realizamos ensaios de EMSA, semelhante ao apresentado no item 4.2.4 nos
resultados da andlise dos motivos encontrados em promotores de genes de ORs.
Como j& mencionado, esses ensaios de EMSA permitem observar interacdes entre
DNA e proteinas de extratos proteicos nucleares de tecidos.

Oligonucleotideos marcados contendo sequéncias representativas para o0s
seis motivos selecionados, sendo esses MV3 e MV7 (sitio de ligacdo de O/E) e
MV12, MV15, MV21 e MV28, foram usados nos ensaios de ligagéo.

Os oligonucleotideos foram incubados com extratos protéicos nucleares de
orgdo vomeronasal (VNO) ou de epitélio olfatério (OE) e, a seguir, a amostra foi
resolvida em gel ndo denaturante de poliacrilamida 4%. Como controle dos extratos
nucleares de VNO e OE, usamos o sitio de ligacédo para o fator de transcricdo OLF-1
(olfl) que é expresso tanto em neurbnios olfatérios quanto em neurbnios
vomeronasais.

Como mostrado na figura 19, ndo visualizamos interagdes entre 0os motivos
MV3, MV7, MV15, MV21 e MV28 com proteinas nucleares de VNO e de OE. O
motivo MV12 formou um complexo com proteinas nucleares de OE. A interacéo do
motivo MV12 com proteinas nucleares de VNO, que sO pode ser visualizada ap0s

longa exposicéo do filme fotografico, € mostrada com mais clareza na figura 20.
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orgéo vomeronasal epitélio olfatdrio
offt MV3 MV7 MV12 MV15MV21 MV28 offt MV3 MV7 MV12 MV15 MV21 MV28
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Figura 19. Interacdo entre os motivos de DNA e proteinas nucleares de VNO e
OE. Ensaios de mobilidade eletroforética em gel ndo denaturante de poliacrilamida
4%. Oligonucleotideos dupla-fita, marcados com digoxigenina, correspondendo aos
motivos selecionados MV3, MV7,MV12, MV15, MV21 e MV28 foram incubados com
10 pg de extratos nucleares de 6rgdo vomeronasal (VNO) e de epitélio olfatério (OE)
de camundongo. Os oligonucleotideos marcados livres estdo indicados pelo
asterisco. Em extrato nuclear de VNO, a formagédo de complexo entre DNA e
proteinas na presenca do oligo MV12 ¢ identificada fracamente apds exposicédo de
30 minutos do filme fotografico na etapa de deteccao do ensaio. Ensaios posteriores
(figura 20), com quantidades de proteina nuclear aumentada mostrardo com mais
clareza a interacédo observada entre MV12 e proteinas de extrato nuclear no VNO.O
oligonucleotideo contendo o sitio de ligagdo para o fator de transcricdo OLF1,
abundante no OE e VNO, foi usado como controle dos extratos nucleares. No
ensaios realizados com extrato nuclear de OE é evidente a presenca de complexos
entre DNA e proteinas para os motivos olfl e MV12.

A figura 20 mostra que o oligonucleotideo MV12 forma complexos com
proteinas nucleares de VNO e também com proteinas nucleares de OE. Os
complexos formados por MV12 marcado sdo deslocados quando um excesso de
oligonucleotideo MV12 ndo marcado € adicionado as reagfes de ligacao, indicando
a especificidade da formacgao desses complexos (figuras 20A e B). Nao observamos

o deslocamento de MV12 marcado dos complexos entre DNA e proteinas quando
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excesso de olfl ndo marcado é adicionado (figuras 20A e B). Extratos nucleares de
cérebro, figado e pulmdo ndo interagem com o motivo MV12 (figura 20D).
Observamos, na figura 20C, que o complexo entre proteinas e o oligo olfl ndo é
deslocado por excesso de MV12 ndo marcado. Estes resultados indicam que MV12
€ alvo de proteinas nucleares especificas do sistema olfatério (VNO e OE) e néo

relacionadas ao fator de transcricdo OLF1.

A B C D
VNO OE OE Brain Liver Lung
oligo marcado MV12 MV12 MV12 MV12 MV12 MV12 OIfl OIfl Olfl MV12 MV12 MV12
oligo ndo marcado - MV12 Olfl - MV12 OIfl - Olfl Mvi12

i

Figura 20. Ensaio de EMSA com competidor epecifico e inespecifico. Nestes
ensaios foram utilizados 30ug de extratos de proteinas nucleares. A-B) Os
complexos formados pelo motivo MV12 e proteinas nucleares de VNO (A) e de OE
(B) de camundongo sao especificamente deslocados pela adicdo de excesso de
oligonucleotideo MV12 ndo marcado, no entanto, ndo séo deslocados pelo excesso
de oligonucleotideo inenspecifico olfl ndo marcado. C) Da mesma forma o complexo
entre DNA e proteinas formado pelo motivo olfl ndo é deslocado por excesso do
oligonucleotideo MV12 ndo marcado. D) Ndo se observa formacao de complexos
entre MV12 e proteinas nucleares de cérebro (Brain), figado (Liver) e pulm&o (Lung).
O tempo de exposicdo do filme fotografico na deteccao foi de 40 minutos.

A descoberta de que o motivo MV12, presente na maioria dos promotores de
genes de V1Rs, é capaz de interagir com proteinas nucleares tanto de neurdnios
vomeronasais quanto de neurénios olfatorios levou-nos a pesquisar a presenca e

distribuicdo do motivo MV12 nos promotores de genes de ORs.
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Encontramos o motivo MV12 presente em 30 dos 39 (77%) promotores de
genes de V1Rs, e em 104 dos 198 (52%) promotores de genes de ORs. O grafico da
figura 21 mostra que MV12 aparece com maior frequiéncia nas regiées promotoras
préximas aos TSSs dos promotores analisados, entre —200 a +1.

O fato de ndo havermos identificado o motivo MV12 na anélise anterior dos
promotores de genes de ORs pode ser devido a alta freqiéncia de aparecimento de
sitios de ligacdo de proteinas O/E nesses promotores. Além de serem bastante
abundantes, aparecendo em 87% do total de 198 promotores de genes de ORs
analisados, esses sitios O/E sao divididos em 4 grupos, conforme a conservacao de
diferentes nucleotideos. Isso acaba favorecendo o aparecimento de muitos
resultados (outputs) com alta frequéncia para os diferentes sitios O/E gerados pelos
programas de busca Gibbs Recursive Sampler e Consensus enquanto que outros

sitios, comparativamente menos frequentes, deixam de ser selecionados.

13 + —e— promotores de genes
V1R
11 —=— promotores de genes
8 9 ORs
ﬁ
3 7
o
E 5 -
S
c
3 -
14 \
'1-630 -500 -400 -300 -200 -100 +1

localizagcéo em relagéo ao TSS

Figura 21. Grafico da distribuicdo do motivo MV12 na regido de —600 até o TSS
(+1) dos genes de ORs e de V1Rs. Cada ponto no gréafico representa o numero do
motivo MV12 presente naquele intervalo para o total de 39 promotores de genes de
V1Rs e 198 promotores de genes de ORs analisados. O motivo aparece mais
concentrado na regido entre —200 e +1 (TSS).
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Em concluséo, os resultados aqui apresentados indicam que genes de V1Rs
e genes de ORs compartilham elementos comuns em suas regifes promotoras e
gue esses elementos sdo sitios de ligacdo de proteinas nucleares presentes em

ambos os tecidos do sistema olfatoério.
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5) DISCUSSAO

5.1. Motivos presentes em promotores de genes de ORs e de V1Rs.

Em nosso trabalho, realizamos uma analise na qual regides a 5’ de genes de
ORs e de genes de V1Rs foram comparadas em busca de elementos promotores
conservados, potencialmente envolvidos no mecanismo de regulacdo de expressao
desses genes.

Utilizamos a estratégia de RLM-RACE combinada com o uso de
oligonucleotideos degenerados que reconhecem sequéncias conservadas entre
diversos membros das familias de genes de ORs e de V1Rs; utilizamos também
oligonucleotideos especificos para diferentes familias de genes de V1Rs. Esta
abordagem experimental permitiu-nos gerar cDNAs contendo a regiao 5’UTR intacta
para 198 diferentes genes de ORs, que corresponde a 17% do repertorio de genes
ORs, e para 39 diferentes genes de V1Rs, abrangendo 26% do repertério de genes
de V1R. O alinhamento dessas sequéncias contra o genoma de camundongo
forneceu a estrutura génica 5 e a exata localizagcdo dos sitios de inicio da
transcricdo. Sequéncias genbmicas proximas, a montante dos TSSs, foram extraidas
e pesquisadas em busca de motivos de DNA conservados.

Do total de 198 regibes promotoras de genes de ORs analisadas, 87%
contém sitios de ligacdo para fatores de transcricdo O/E, e 95% contém sitios de
ligacdo de proteinas com homeodominios. O papel dos fatores de transcricdo que
interagem com os sitios de ligagdo O/E e de homeodominios na regulacdo de
expressao dos genes de ORs nao esta esclarecido.

Sitios de ligagdo para proteinas O/E ja& haviam sido identificados em genes

expressos especificamente em neurdnios olfatorios como os genes Omp, OcNC,
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Aclll, Golf (Kudrycki et al., 1993; Wang et al., 1993) e em alguns genes de ORs
(Rothman et al., 2005; Vassalli et al., 2002). Os quatro membros da familia de
fatores de transcricdo O/E sdo expressos em neurbnios olfatérios maduros e nas
células progenitoras desses neurbnios (Wang et al., 1997; Wang et al., 2002). A
funcdo desses fatores de transcricdo ainda nao esta clara. Ensaios de duplo-hibrido
em levedura, mostraram que O/El interage com a proteina ROAZ (Rat O/E1l-
associated zinc finger). ROAZ é expressa somente na camada de células basais no
epitélio olfatorio e sua interacdo com O/E1l impede que O/E1 se ligue ao sitio de
DNA alvo (Tsai et al. 1997). Foi proposto que ROAZ funcione como um regulador
negativo da atividade transcricional de O/E1 nos neurdnios imaturos impedindo que
nesses neurdnios sejam expressos genes de neurdnios diferenciados.

O camundongo knockout para O/E1 (OIf1) ndo possui alteracdo na expressao
de genes de ORs (Lin & Grosschedl, 1995). Provavelmante este fenétipo seja devido
ao efeito redundante de outros membros da familia de proteinas O/E. J& os
camundongos duplo knockout para O/E2 e O/E3 apresentam defeitos na projecao
dos axbnios dos neurdnios olfatérios da zona mais dorsal do epitélio para a regido
mais dorsal do bulbo olfatério. O bulbo olfatorio é a regido do cérebro que primeiro
recebe a informacéo sensorial trazida pelos axénios dos neurbnios olfatorios. No
entanto, os neurdnios olfatérios em O/E2” e O/E3™ expressam Omp, OcNC e genes
ORs da zona dorsal mostrando que a maquinaria de transducdo de sinal esta
presente nos neurdnios que nao expressam O/E2 e O/E3 (Wang et al., 2003). Uma
explicagéo para a expresséo desses genes continua sendo a agdo redundante das
outras O/E (O/E1 e O/E4) mas, neste caso, a falta de projecdo de axdnios de
neurdnios olfatérios para o bulbo pode indicar uma funcdo ndo redundante para

O/E2 e O/ES.
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Sitios de ligacdo para proteinas com homeodominio e proteinas O/E (OIfl)
foram identificados na regido promotora minima do gene de OR M71 (Rothman et
al., 2005). A mutacdo desses dois sitios no l6cus endégeno do OR M71 reduz o
namero de neurdnios que expressam o gene OR M71 e o padrdo de expressao
desse OR no epitélio olfatorio € alterado indicando que esses sitios podem ter um
papel na expressao desse receptor no epitélio olfatério.

Havia sido demonstrado que todas as proteinas O/E interagem igualmente
com o sitio de ligacdo de OIf-1 (Wang et al., 1997; Wang et al., 2002). Identificamos
sitios de ligacdo de O/E que possuem diferentes nucleotideos conservados
formando quatro grupos e observamos que esses quatro motivos O/E interagem
diferentemente com proteinas de extrato nuclear do epitélio olfatorio. Estas
diferencas estruturais podem ser responsaveis por diferentes afinidades desses
sitios pelas diferentes O/E. Sabe-se que diferentes receptores olfatérios apresentam
diferentes niveis de expressdo (Young et al., 2003). Uma explicacdo para esta
variacdo no nivel de expresséao de diferentes genes de ORs € que 0s tipos de sitios
de ligacdo de O/E na regido promotora de genes de OR determinam a probabilidade
de escolha de um gene de OR ser transcrito.

Como ja mencionado, sitios de ligacdo para fatores com homeodominios
foram identificados em 95% dos promotores de genes de ORs analisados. Ensaios
in vitro mostraram que a proteina com homeodominio Lhx2 interage com o sitio de
ligacdo de proteinas com homeodominio presente no promotor do gene OR M71
(Hirota & Mombaerts, 2004; Rothman et al., 2005) e mutagfes no sitio de ligacéo de
Lhx2 dentro do promotor do gene OR M71 comprometem a expressao deste gene

(Rothman et al., 2005).
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A proteina com homeodominio Lhx2 é expressa fortemente na camada de
células basais do epitélio olfatorio, onde se encontram as células precursoras dos
neurdnios olfatérios maduros, e fracamente na camada neuronal onde estdo os
neurénios olfatérios maduros. O camundongo knockout para Lhx2 morre alguns dias
apos o nascimento devido a anemia severa. Em embrides E16.5 0s neurdnios
olfatérios ja expressam genes de ORs. Nos embrides E16.5 Lhx2” ndo ha expresséo
de genes ORs assim como ndo ha expressdo de OMP (marcador de neurbnios
maduros) o que sugere que o fator Lhx2 é necessario nos estagios iniciais de
desenvolvimento dos neurdnios. Estes dados ndo séo fortes evidéncias de que Lhx2
€ necessaria para a escolha de genes de ORs nos neurdnios olfatérios mas sugerem
qgue Lhx2 pode estar envolvida com o desenvolvimento do neurdnio olfatério antes
dele atingir o estagio de diferenciacdo em que passa a expressar determinado gene
de OR.

Também identificamos sitios de ligacdo de O/E em 90% dos 39 promotores
de genes de V1Rs analisados. A amostra de 39 promotores de genes de V1Rs,
obtida experimentalmente, é a maior até hoje analisada e, pela primeira vez, sitios
de ligacdo de O/E sao descritos em promotores de genes V1Rs. Apesar da
expressado de O/E-1, O/E-2 e O/E-3 no VNO ja ter sido relatada (Wang et al., 1997 e
2002) e existirem, como citamos acima, trabalhos analisando a expresséo de genes
de ORs nos knockouts para esses fatores de transcricdo, nenhuma anélise quanto
ao padrédo de expressao dos genes de V1Rs foi feita. O fato de ndo observarmos a
interacdo de proteinas nucleares de VNO com as sequéncias de DNA escolhidas
(MV3 e MV7) como representantes dos motivos semelhantes a sitios O/E
identificados nos promotores de V1Rs nao descarta os sitios O/E como alvos dos

fatores de transcricdio O/E em neurbnios vomeronasais. Observamos que a
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sequéncia olfl, utilizada como controle do extrato nuclear de VNO, apesar de néo ter
sido extraida de um promotor de gene V1R e sim ter sido retirada do promotor do
gene que codifica o canal ligado a nucleotideos ciclicos (OcNC) expresso somente
em neurdnios olfatérios (Wang et al., 1993), interage com proteinas do extrato de
VNO. Isto indica que as proteinas O/E expressas no VNO reconhecem sitios O/E.
Mostramos que diferentes sitios O/E extraidos de promotores de genes ORs
interagem diferentemente com extrato nuclear de epitélio olfatério (figura 14A do
item 4-resultados). Uma possibilidade é que os motivos MV3 e MV7 interajam
fracamente com proteinas O/E do VNO e ndo tenhamos visualizado esta interacao.
Outra possibilidade € que as sequéncias MV3 e MV7 escolhidas contenham
mutacBes no sitio O/E que abolem a interacdo esperada. Nossos resultados
mostram que os sitios O/E sdo abundantes e aparecem concentrados proximos aos
TSSs dos promotores V1Rs pesquisados num padrdo semelhante ao observado nos
promotores de genes ORs.

Nossos resultados indicam que os fatores de transcricdo O/E s&o encontrados
com frequéncia em regibes promotoras proximais de genes de ORs e V1Rs. Esses
dados indicam que os fatores de transcricdo O/E possivelmente desempenham um
papel na expressao de genes ORs e V1Rs.

Identificamos também a presenca de um motivo de DNA, chamado MV12, em
77% dos promotores de genes de V1Rs e em 52% dos promotores de genes de
ORs. O motivo MV12 ndo se assemelha a nenhum sitio de ligacdo de fatores de
transcricdo conhecido. Ensaios de interagao in vitro indicam que MV12 interage com
proteinas nucleares extraidas de epitélio olfatério e 6érgdo vomeronasal mas nao

interage com proteinas nucleares de outros tecidos como cérebro, pulméo e figado.
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Pela primeira vez, um potencial sitio de ligacdo para fatores de transcricao
desconhecido e conservado em ambos promotores de genes de ORs e V1Rs é
relatado. As proteinas que se ligam a este sitio podem ser fatores de transcricao
ainda desconhecidos que desempenham papel comum no mecanismo de regulacéo
da expressao dos genes de ORs e V1RS. Nossos resultados mostram que existem
proteinas nos nucleos de neurdnios olfatérios e de neurdbnios vomeronasais que sao
capazes de se ligar a este sitio. A caracterizacdo destas proteinas devera contribuir

para a elucidacéo do papel desempenhado pelo motivo MV12.

5.2. Regulacéo da expressédo dos genes de ORs e de V1Rs.

O mecanismo que permite que somente um unico alelo de um uUnico gene de
OR ou de V1R seja expresso em cada neurdnio olfatério ou vomeronasal ainda nao
foi esclarecido.

Trabalhos anteriores sugeriram um modelo de regulacdo muito interessante
no qual se propde a existéncia de um sitio Unico de expressao para os genes de
ORs no nucleo, o que ajuda a explicar a escolha de um unico gene de OR por
neurbnio (Lomvardas et al., 2006). Experimentos de 3C (chromossome
conformation capture) e FISH indicam que uma regido conservada de 2kb préxima a
um cluster de genes ORs no cromossomo 14 de camundongo, chamada de regiao H
(Lane et al., 2002; Serizawa et al., 2003) esta fisicamente associada com o gene de
OR escolhido para expressao, independente do cromossomo onde se localiza o
gene de OR expresso (Lomvardas et al., 2006). Estes dados sugeriam que a regiao
H era o regulador chave de todos os genes de ORs. Entretanto, esse modelo que
explicava de maneira elegante a expressdo monoalélica e mutuamente exclusiva

dos genes de ORs foi derrubado quando se observou que o camundongo no qual a
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regido H é eliminada continua a expressar genes de ORs tendo somente os genes
proximos, localizados em cis a regido H, comprometidos em sua expressao (Fuss et
al., 2007; Nishizumi et al., 2007). Apesar da regido H nao atuar como regulador geral
da expressdo de genes ORs, os resultados apresentados por Lomvardas e
colaboradores mostram que a regidao H encontra-se fisicamente proxima ao gene de
OR transcricionalmente ativo no nucleo dos neurbnios olfatérios. Isto levanta a
hipétese de que no nucleo dos neurdnios olfatdrios possa existir um Unico sitio ativo
de trancricdo no qual todos os elementos necessarios a trancricdo dos genes de
ORs estejam reunidos e elementos reguladores como enhancers e promotores
tenham que competir por este sitio Unico.

Um exemplo de modelo de controle de regulacdo de expresséo por um Unico
sitio ativo de transcricdo é sugerido para os genes var no Plasmodium falciparum.
No plasmddio, a familia de 60 genes var expressa proteinas na superficie de
eritrécitos de forma semelhante aos genes de ORs nos neurbnios olfatérios: um
anico gene € ativado para transcricdo enquanto que O restante permanece
silenciado. No plasmédio ainda ocorre variagdo antigénica, ou seja, um gene da
familia de genes var pode ser ligado e depois desligado quando outro gene var é
selecionado para a transcricdo. Resultados recentes mostraram que elementos
localizados upstream dos genes var aparentemente contém toda a informacgéo
necessaria para ativar genes var de modo mutuamente exclusivo (Voss et. al, 2006).
Além disso, evidéncias sugerem que exista um unico sitio ativo de transcricdo na
periferia do ndcleo. Deste modo, um Unico gene var pode ser ativado movendo-se
para este sitio ativo. Esse sitio ativo s6 pode acomodar um anico promotor de gene

var explicando porque todos os outros genes var permanecem silenciados.
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No modelo proposto para a regulacdo da expressdo dos genes ORs, cada
gene OR seria controlado por uma regiao regulatéria, semelhante a regido H. Estas
regides estariam localizadas num unico sitio especifico do nucleo onde uma unica
maquinaria transcricional ativaria a expressao de um unico gene OR (Johnston et al.,
2008). Elementos enhancers como o regido H ndo foram ainda identificados em
outros clusters de genes de ORs mas € interessante que a presenca de sitios de
ligacdo O/E e sitios de ligacdo para proteinas com homeodominios, além de terem
sido identificados na regido promotora de varios genes de ORs, aparecem também
na regido H (Hirota & Mombaerts, 2004) indicando que fatores de transcricao
comuns podem ajudar na interacdo destes elementos.

Em nosso trabalho mostramos que genes de ORs e genes de VIRs
apresentam elementos conservados em suas regides promotoras e que estes
interagem com proteinas nucleares expressas no sistema olfatério. Como estes
elementos, assim como as proteinas que se ligam a eles, contribuem para a
regulacdo da expressdo dos genes OR e VIR ainda ndo esta claro. Uma
possibilidade é que eles sejam necessarios para a repressao destes genes. Outra
possibilidade é que eles direcionem o gene para um sitio nuclear Unico onde a
trasncricdo ocorrera. Portanto, a identificacdo de elementos conservados nas
regides promotoras dos genes de OR e VIR, assim como a identificacdo das
proteinas que se ligam a esses elementos devera contribuir para a elucidacédo deste

mecanismo peculiar de regulagdo génica.
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6) CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho concluimos que:

e A estratégia de comparar regiées promotoras de genes co-regulados, como é
0 caso dos genes de ORs e dos genes de V1Rs, mostrou-se util na
identificacdo de elementos comuns potencialmente envolvidos na regulacao
da expresséo desses genes;

e Regibes promotoras de genes de ORs e de genes de V1Rs compartilham
sitios de ligacdo de fatores O/E e sitios de ligacdo de fatores ainda nao
identificados indicando que elementos reguladores comuns estdo envolvidos
no mecanismo de expressao dos genes de ORs e V1Rs;

e Proteinas nucleares extraidas de epitélio olfatério e érgao vomeronasal
interagem com elementos comuns presentes nos promotores de genes ORs e

V1Rs reforcando o papel biol6gico destes elementos cis-atuantes.
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Mouse odorant receptors (ORs) are encoded by >1000 genes dispersed throughout the genome. Each olfactory
neuron expresses one single OR gene, while the rest of the genes remain silent. The mechanisms underlying OR gene
expression are poorly understood. Here, we investigated if OR genes share common cis-regulatory sequences in their
promoter regions. We carried out a comprehensive analysis in which the upstream regions of a large number of OR
genes were compared. First, using RLM-RACE, we generated cDNAs containing the complete 5'-untranslated regions
(5’-UTRs) for a total number of 198 mouse OR genes. Then, we aligned these cDNA sequences to the mouse genome
so that the 5’ structure and transcription start sites (TSSs) of the OR genes could be precisely determined. Sequences
upstream of the TSSs were retrieved and browsed for common elements. We found DNA sequence motifs that are
overrepresented in the promoter regions of the OR genes. Most motifs resemble O/E-like sites and are preferentially
localized within 200 bp upstream of the TSSs. Finally, we show that these motifs specifically interact with proteins
extracted from nuclei prepared from the olfactory epithelium, but not from brain or liver. Our results show that the
OR genes share common promoter elements. The present strategy should provide information on the role played by
cis-regulatory sequences in OR gene regulation.

[Supplemental material is available online at www.genome.org. The sequence data from this study have been

submitted to GenBank under accession nos. DRO65530-DR065963.]

Mammalian olfactory sensory neurons select, from >1000 pos-
sible choices, one single olfactory receptor (OR) allele to express
(Ressler et al. 1993; Vassar et al. 1993; Chess et al. 1994; Malnic
et al. 1999; but see Mombaerts 2004). The receptor type that is
chosen will not only determine the range of odorants to which
this neuron will respond, but also axonal targeting to specific
glomeruli in the olfactory bulb (Mombaerts et al. 1996, Wang et
al. 1998). OR gene choice is therefore fundamental for the func-
tional organization of the olfactory system. How this choice is
accomplished is, however, still unclear.

Little is known about the role of cis-regulatory sequences in
the regulation of OR gene expression. In studies using transgenic
mice, different sizes of genomic DNA segments containing OR
genes were tested for their ability to drive an OR expression simi-
lar to that of the endogenous gene. It was demonstrated that
short pieces of DNA located upstream of the coding region, rang-
ing from 460 bp to 6.7 kb, are sufficient for expression of the ORs
M4, M71, and MOR23 (Qasba and Reed 1998; Vassalli et al.
2002). However, large segments of ~200 kb are required to obtain
expression of MOR28 (Serizawa et al. 2000). Sequence compari-
son of the mouse and human genome revealed a 2-kb conserved
sequence located ~75 kb upstream of the MOR28 gene cluster.
This region, denominated the H region, was proposed to work as
a cis-acting locus control region (LCR) that would activate the
expression of one single OR gene member from within the
MOR28 gene cluster (Serizawa et al. 2003). Altogether, these re-

3Corresponding author.

E-mail bmalnic@iq.usp.br; fax 55-011-38155579.

Article is published online before print. Article and publication date are at
http://www.genome.org/cgi/doi/10.1101/gr.5185406.

sults indicate that cis-regulatory sequences may play important
roles in OR gene choice.

To date, different combinations of transcription factor bind-
ing sites (TFBSs) have been identified in promoters of OR genes
(Hoppe et al. 2000, 2003; Sosinsky et al. 2000; Lane et al. 2001;
Vassalli et al. 2002); however, there is no evidence yet that these
sites are directly involved in OR gene choice. A strong consensus
sequence, the Olf-1 site (O/E-like site), was identified in the pro-
moters of several olfactory specific genes, such as Gnal (formerly
known as Golf), adenylyl cyclase III (Aclll), olfactory cyclic
nucleotide gated channel (CngaZ2), and olfactory marker protein
(Omp) (Kudrycki et al. 1993; Wang et al. 1993), and was also
found in the promoter regions from some OR genes (Glusman et
al. 2000b; Sosinsky et al. 2000; Vassalli et al. 2002; Hoppe et al.
2003) but not from other OR genes (Hoppe et al. 2000; Lane et al.
2001).

There are >1000 OR genes dispersed throughout the genome
(Young et al. 2002; Zhang and Firestein 2002; Godfrey et al.
2004). A genomic approach to identify potential regulatory cis-
acting sequences is to search for DNA sequence elements that are
conserved in a large number of OR gene promoters. Promoter
sequences, which are usually located proximal to and upstream
of the transcription start site (TSS), can be retrieved from the
available mouse genome sequence. This can be done by aligning
full-length OR mRNA sequences with their counterpart genomic
sequences. It is important that full-length mRNA sequences are
used, because the transcriptional start sites can be located far
away from the translational start sites. It has been demonstrated,
for example, that ORs in the mouse P2 OR cluster have 5'-
untranslated regions (5'-UTRs) that range from 1.7 to 9 kb (Lane
et al. 2001). Besides, it is known that many OR genes have 5’
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non-coding exons, and some undergo 5’ alternative splicing
(Sosinsky et al. 2000; Lane et al. 2001).

To date, full-length 5" cDNA sequences are available only for
~30 different mouse OR genes, distributed over five different
chromosomes (Bulger et al. 2000; Hoppe et al. 2000, 2003; Sosin-
sky et al. 2000; Lane et al. 2001; Vassalli et al. 2002). Another
study produced cDNA sequences representing >400 OR genes,
many of them containing 5’-UTR sequences. However, they may
not be full-length sequences, since they originated from a regular
cDNA library, and not from a full-length cDNA library (Young et
al. 2003).

Here we have used RLM-RACE with degenerate primers to
produce cDNAs containing the complete 5'-UTRs for a total
number of 198 mouse OR genes. Then, we aligned these cDNA
sequences to the mouse genome so that sequences corresponding
to one same OR gene are organized in one same cluster, making
a total of 198 clusters. For each OR gene cluster, we determined
the 5'-gene structure (exon and intron distribution) and TSS. The
198 promoter sequences were retrieved and browsed for common
elements. Motifs that are common to a large percentage of the
OR genes were found. Most motifs resemble O/E- and homeodo-
main-like sites. The O/E-like sites are localized within 200 bp
upstream of the TSS and specifically interact with proteins ex-
tracted from nuclei prepared from the olfactory epithelium, but
not with proteins extracted from brain or liver.

Results

Amplification of OR cDNA 5’-ends

To obtain 5’-end sequences from OR cDNAs, we performed RNA
ligase-mediated rapid amplification of 5’ cDNA ends (RLM-
RACE) using total RNA purified from mouse olfactory epithe-
lium. This method has the advantage that only full-length tran-
scripts (authentic 5’-end capped mRNAs) are amplified (Fig. 1A).
In order to obtain 5’ cDNA ends for a large number of OR genes,
we used degenerate primers matching to conserved regions in
ORs (Fig. 1B) because these primers can amplify the majority
of the members of the OR family (Buck and Axel 1991; Malnic
et al. 1999). The initial PCR reaction was performed using the
5" GeneRacer primer together with the reverse P27 degenerate
primer. In order to eliminate PCR artifacts, a secondary (nested)
PCR was performed using the first PCR product as a template and
the 5’ GeneRacer nested primer together with the P26R degen-
erate primer (Fig. 1A). The primary PCR product contained a
heterogeneous mixture of cDNA fragments ranging from 0.8 to
2 kb in length (Fig. 1C, lane 2). This result was expected, since
different OR ¢cDNAs must have different 5'-UTR sizes. The sec-
ondary PCR reaction produced a similar range of cDNA frag-
ments, except that their sizes were ~350 bp smaller (Fig. 1C, lane
3). This was also expected, since the P26R primer matches to a
region in the OR coding sequence that is located ~350 bp up-
stream to the region matched by P27 (Fig. 1B). Since the region
between the first AUG codon and TM-III in OR genes is ~380 bp
long, only the nested PCR products =380 bp long were gel-
purified, cloned, and sequenced.

The same procedure was also performed using primers 5’
GeneRacer and P8 degenerate primer for the primary PCR reac-
tion (Fig. 1C, lane 5), and primers 5’ GeneRacer nested and P27
for the secondary PCR reaction (Fig. 1C, lane 6). In this case,
since the region between the first AUG codon and TM-VI in ORs

A .
5 cap polyA tail bo6
@ 7-P-Po4 ——AAAAAAA i
Truncated mRNA POA‘- AAAAAAA
TAP ¢ <+ <+ <
P26R P27 P8
@rF-r-ros AAAAAAA
—AAAAAAA
RNA ligase l
s o M12 3 456
Tas
—AAAAAAA 2=
1.2 -
l 0.8 -
0.4 -
AAAAAAA
TTTTTTT 02-
4—— Reverse transcriptase
5' Primer ¢

\ S'rested Primer
-’—->_TTTTTTI'
<t e

P26R P27 P8

Figure 1. The strategy used for the generation of OR complete 5'-end
cDNA sequences. (A) Truncated mRNAs were dephosphorylated using
calf intestine phosphatase (CIP) so that they cannot participate in subse-
quent ligation reactions. The RNA was then treated with tobacco acid
pyrophosphatase (TAP) to remove the 5'-cap structure (represented by
black balls) from intact full-length mRNA, and the GeneRacer RNA oligo-
nucleotide was ligated to the decapped mRNA. Reverse transcription was
performed using oligo(dT) primers. To obtain 5’-ends, PCR was done
using the GeneRacer 5’-primer and a degenerate primer directed toward
conserved OR regions (P8 or P27). Nested PCR was then done using the
GeneRacer 5’ nested primer and another OR degenerate reverse primer
(P27 or P26R). (B) Schematic representation of an OR coding region
showing the seven transmembrane regions (I-VIl) and the regions
matched by the degenerate primers used in this study. (C) 1.5% agarose
gel showing the PCR products obtained using different combinations of
primers. (Lane 7) Negative control for reaction in lane 2 (no DNA added);
(lane 2) GeneRacer 5'-primer and P27; (lane 3) GeneRacer 5' nested
primer and P26R; (lane 4) negative control for reaction in lane 5 (no DNA
added); (lane 5) GeneRacer 5'-primer and P8; (lane 6) GeneRacer 5’
nested primer and P27. (M) Molecular weights are given in kilobases.

is ~750 bp long, only the nested PCR products =750 bp were
analyzed.

OR gene clusters

We sequenced 1012 clones from their 5’-ends, and 80% of them
correspond to ORs, indicating that our strategy preferentially am-
plifies OR sequences. In addition, 96% of the OR cDNAs contain
5" sequences upstream of the predicted initial AUG codon, indi-
cating that full-length mRNAs were amplified. Sequence analysis
showed that 5'-RACE products were obtained for a total number
of 198 different OR genes, corresponding to ~17% of the com-
plete mouse OR gene repertoire (Table 1). Only nine of the OR
genes are pseudogenes.

OR sequences are classified into two phylogenetic classes,
referred to as Class I (fish-like) and Class II (terrestrial-specific)
ORs (Ngai et al. 1993; Freitag et al. 1995; Glusman et al. 2000a).
The Class I ORs constitute ~12% of the mouse OR repertoire
(Zhang and Firestein 2002). Nine of the 198 ORs (4.5%) are Class
I ORs, indicating that the method we used amplifies members of
the two OR Classes, although it may favor amplification of Class
II ORs.

The OR genes for which cDNA sequences were obtained are
distributed among all of the mouse chromosomes previously
shown to contain OR genes (Godfrey et al. 2004), except for
chromosome 3 (Table 1). The majority of the sequences corre-
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Table 1. Chromosomal distribution of OR genes

No. of genes?®

Chromosome Annotated OR genes OR genes in this study
1 23(7) 6
2 275 (81) 44 (5)
3 2 —
4 19 (7) 4
5 — —
6 22(9) 5
7 198 (51) 32
8 4 2
9 118 (37) 20 (1)

10 47 (13) 9
11 35 (20) 21 (2)
12 — —
13 12 (2) 4
14 32 (4) 6
15 6(3) 3(1)
16 29 (8) 18
17 36 (17) 5
18 — —
19 52(19) 9
X 2 1
Y _ —
Total 1190 198

“The number of annotated mouse OR genes from Godfrey et al. (2004)
and of mouse OR genes for which cDNA sequences were obtained in the
present study. Numbers of pseudogenes are indicated in parentheses.

spond to genes in chromosomes 2 and 7, which had been previ-
ously shown to contain the higher numbers of OR genes (Young
et al. 2002; Zhang and Firestein 2002; Godfrey et al. 2004). In
addition, the 198 OR genes can be subdivided into 102 (41%) out
of the total 248 mouse OR subfamilies (where all members of a
subfamily are =60% identical to all other members in amino acid
sequence, as described by Godfrey et al. 2004; see Supplemental
Table 1). We therefore believe that our sequences are representa-
tive of a random sample of the mouse OR genes. However, it is
important to note that the present method may favor the am-
plification of OR cDNAs that have short 3’-UTRs or that are
highly expressed in the olfactory epithelium.

We next used BLAST (Altschul et al. 1990) and Sim4 (Florea
et al. 1998) to align all of the cDNA sequences with the mouse
genome sequence. The previously annotated mouse OR genes
(Young et al. 2002; Zhang and Firestein 2002) were also included
in the alignment, to help with the localization of the cDNAs
5'-UTR regions. Each ¢cDNA sequence aligned to one single ge-
nomic region, and the cDNAs that aligned to the same genomic
region as one of the annotated ORs were considered to corre-
spond to that particular OR gene. In this way, we obtained a total
of 198 OR clusters, where each cluster corresponds to one differ-
ent OR gene. Each one of the clusters contains at least one cDNA
sequence, the largest cluster contains 71 sequences, and 54% of
the clusters contain more than two sequences (Supplemental
Table 1).

The structural organization of each one of the 198 clusters
can be visualized using the Olfactory Receptor cDNA Clusters
Viewer (http://gbrowser.compbio.ludwig.org.br/or/) by entering
the corresponding cluster numbers shown in Supplemental Table
1. In summary, of the 198 OR gene clusters, only two do not have
introns in their 5'-ends (Supplemental Tables 1 and 2), and 39
showed alternative splicing (in this case, only clusters containing
more than two cDNA sequences were analyzed).

5’-structure of the OR genes

On average, the 5’-UTR is 189 bp long, ranging from 32 to 659
bp. The 5'-UTR exons range from 9 to 403 bp (Supplemental
Table 2). Most of the OR genes (72%) have only one 5'-UTR exon,
23% have two, and 3% have three (Supplemental Tables 1 and 2).
The 5'-UTR introns show a wide variation in size, ranging from
91 bp to 22.5 kb. A large fraction of the OR genes (46%) have
introns with sizes between 2 kb and 4 kb, and 34% of the genes
have introns >4 kb.

It is predicted that in most eukaryotic mRNAs translation
initiates at the first AUG starting from the 5'-cap (Kozak 1999).
Therefore, one would expect not to find AUG codons or up-
stream ORFs (uORFs) in the 5'-UTRs. However, we found that 108
of the 198 OR genes have uORFs at least 10 codons long. It has
been suggested that uORFs could be involved in down-regulation
of protein translational efficiency (Pesole et al. 2001). Further
analysis should clarify whether these uORFs play a role in OR
gene regulation.

We also found that a significant percentage of the OR genes
(18%) have an in-frame upstream AUG, indicating that these
genes code for OR proteins with a longer N-terminal region than
the one originally predicted from their genomic sequences.

OR promoter regions

The generation of 5’ full-length cDNAs allowed us to precisely
determine the TSSs for the 198 OR genes. On average, the TSSs are
located 4.3 kb upstream of the initial AUG codon, the furthest
TSSs being located 22.5 kb away and the closest only 18 bp away.
Sequences (600 bp) upstream of each TSS were excised from the
mouse genomic sequence and analyzed. We first screened the
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Figure 2. Motif patterns found in OR promoter regions. Logo repre-
sentations were created using the software from http://weblogo.
berkeley.edu/logo.cgi. Motifs were identified by using Gibbs Recursive
Sampler, Consensus (*) or Weeder (). Motifs that resemble O/E-like sites
show a conserved CN4G sequence. Motifs 1-4 were further analyzed as
described in Figures 3-5.
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Omp GTCCCCAAGGAG
Omp CTCCCAGGGGAG
AcIIT TTCCCTTGAGGA
Gnal TTCCCCCAAGAA
*kkk *

M1_720 TTCTCCTGGGAG
M1_1000 TTCTCCTAGGAG
M1_56  CTCTCTTGGGAG
M1_1273 ACCTCCTGGGAG
M1_339 ATCTCCTGGGAT

M3 211 CCCACTGGGGCT
M3_1377 TCCACTGTGGTT
M3 1352 TTCCCTGTGGGA
M3 1308 ACCACTGAAGCA
M3_171 TGCACTGTAGCA

M1 1377 ATCTCCAGGGAC M3 32  CACACTGTAGAC
M1_1045 ACCTCCAGGAAT M3 1434 AACACTGGGGAA
M1_1356 CTCTTCAGAGAA M3 90 CCCACTGGAGTA

M1 123 GTCTTCAGAGAA

M1 191 CCCTCCAGGGAA
*de *

M3 1415 CTCACTGGAGGA
M3 413 ATCCCTGGAGIC
* kkk *
M4_1339 ATCCTCCCTGAG
M4_389 ATCCCTGAGGAA
M4_392 ATCCCTGAGGAG
M4 214 TTCCCAGAGGAT

M2 165 TTCTCCAGGGAA
M2 457 TCCCACAGGGAA
M2_1501 TCCTAGAGGGAA
M2 1270 TACTAGAGGGAA

M2 181 TTCTGCAGGGAA M4 1 ATCCCAGAGGAG
M2 1352 TTCCATGGGGAA M4 1000 TTCCTTGGGGAC
M2_ 27 ATCCATAGGGAA M4 24 TTCCTATGGGGT

M2 741 TTCACTGGGGAA M4 1301 GTCCCATGGGTT

M2_181 AACACTGGGGAA M4_1261 GICCTTTGGGTA

M2:5 6 CTCTCTTGGGAG M4_702 ATCCTTTAGGTA
* *kkk *kk *

Figure 3. Nucleotide sequence alignment of the conserved sequences
in O/E-like motifs M1-M4 and comparison with OIf-1 binding sites. Ten
motif sequences were randomly selected for each one of the motifs (M1-
M4) and manually aligned to the OIf-1 sites (from Omp, Aclll, Cnga2, and
Gnal) (Wang et al. 1993). Identical nucleotide positions in each group of
sequences are indicated by asterisks. The names of the OR genes from
which the motifs were retrieved are indicated (e.g., M1_720: motif 1
from olfr720).

sequences with RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org/)
and found that only 7% of the total sequences contain repeats or
low-complexity regions. Typical TATA-boxes were found in only
a small number of the OR gene promoters (35%), consistent with
previous reports (Hoppe et al. 2000; Sosinsky et al. 2000; Lane et
al. 2001).

Because most TFBS are usually short, they can occur very
frequently in the sequences, making it difficult to identify sig-
nificant sites. In order to reduce the false-positive predictions, we
decided to search for motifs that are common to a large fraction
of the promoter sequences and thereby identify elements that are
more likely to be functionally important. To do this, we used the
Gibbs recursive sampler (Thompson et al. 2003), Consensus
(Hertz and Stormo 1999), and Weeder (Pavesi et al. 2004) tools,
which were designed to locate common elements in collections
of unaligned DNA sequences. We found several motifs that are
shared by the OR gene promoter sequences (Fig. 2). A closer in-
spection of the motifs revealed that although they are diverse,
the majority of them resemble Olf-1 (O/E) like sites (Figs. 2 and 3;
Wang et al. 1993). The O/E-like motifs can be divided into four
groups, denominated M1-M4. Motifs in each one of these four
groups show different conserved nucleotide sequences (Fig. 3).
We also found motifs that resemble the homeodomain sites, pre-
viously shown to be located in proximity to O/E-like binding
sites in OR promoter genes (Fig. 2; Vassalli et al. 2002; Rothman
et al. 2005).

The spatial distribution of O/E-like motifs M1-M4 in the
promoter sequences is shown in Figure 4A. All of the motifs are
concentrated near the TSSs (between +1 and —200 bp). Differ-
ently, the homeodomain-like sites show a broader distribution
over the entire extent of the 600-bp sequence (Fig. 4B).

The O/E-like motifs and the homeodomain-like motifs were
found, respectively in 87% and 95% of the OR promoter se-
quences (Table 2).

DNA motifs form complexes with olfactory nuclear proteins

To evaluate the biological significance of the motifs, we per-
formed gel shift assays. As shown in Figure 5, motifs M1-M4
formed DNA-protein complexes in the presence of the olfactory
nuclear extracts, but not in the presence of brain and liver
nuclear extracts. The different complexes show similar electro-
phoretic mobilities, but the intensities of the shifted bands vary.
Formation of these complexes was inhibited by pre-incubation of
the binding reaction with a 100-fold excess of the corresponding
specific unlabeled oligonucleotides (Fig. 5A). We next evaluated
the specificity of the DNA-protein complexes. Mutated motifs
M1-M4, where the conserved nucleotides were changed into dif-
ferent ones, were unable to form stable DNA-protein complexes
with olfactory nuclei proteins (Supplemental material 3). Alto-
gether, these results show that proteins present in nuclei of ol-
factory epithelium cells, but not in liver and brain extracts, spe-
cifically bind to motifs M1-M4.

Discussion

The role of cis-regulatory sequences in the regulation of OR gene
expression is not understood. In the present study, we carried out
a comprehensive analysis in which the promoter regions of 198
OR genes were compared.

Common OR gene promoter motifs

By comparing a variable set of OR genes, we aimed to identify
common promoter elements that may be involved in the general
mechanisms of OR gene regulation. Strikingly, 87% of the OR
gene promoter regions contain O/E-like sites, and 95% contain
homeodomain-like sites. No other types of motifs were found to
be overrepresented in these sequences, although we cannot ex-
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Figure 4. Localization of the motifs with respect to the transcription
start sites. (A) The number of sites for motifs M1-M4 found across the OR
gene promoter regions. The positions of the TSS (+1) and 600 bp up-
stream of the TSS (— 100 to —600) are indicated. (B) The number of total
O/E-like sites (sum of M1-M4 motifs) and homeodomain-like sites (based
on the HAATTA consensus) found across the OR promoter regions. The
distribution of TAATTG homeodomain sites, previously shown to be pres-
ent in many OR promoter regions (Vassalli et al. 2002) and to be involved
in the regulation of M71 expression (Rothman et al. 2005), is also shown.
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Figure 5. Binding of nuclear proteins to the DNA motifs. Labeled
double-stranded oligonucleotides corresponding to motifs M1-M4 were
incubated with nuclear extracts from (A) olfactory epithelium, (B) brain,
or (Q) liver, as indicated. The OIf-1 binding site (OIf-1s) was used as a
positive control. DNA-olfactory epithelium nuclear protein complexes
are observed for motifs M1-M4. The DNA-protein interactions are com-
pleted by the addition of a 100-fold molar excess of the corresponding
unlabeled specific oligonucleotide (A). The positions of the free probes
are indicated by filled circles.

clude the possibility that the algorithms we used may have pre-
cluded us from finding additional sites.

The roles of the O/E-like and homeodomain-like proteins in
OR gene expression are still unclear. It has been demonstrated
that expression of the M71 OR gene can be driven by a short
region upstream of the TSS (a minimal promoter region) contain-
ing an O/E-like site and a homeodomain-like site (Vassalli et al.
2002). Mutational studies using transgenic mice indicate that
both sites are required for normal OR gene expression (Rothman
et al. 2005). Yet, disruption of olf-1-like genes does not alter OR
gene expression (Lin and Grosschedl 1995; Wang et al. 2003),
possibly because of the functional redundancy of the multiple
O/E family members expressed in the olfactory epithelium (O/E1,
O/E2, O/E3, and O/E4) (Wang et al. 1997, 2002). Nevertheless, it
was demonstrated that O/E2 and O/E3 mutant mice show defects
in the projection of olfactory neurons to the olfactory bulb, in-
dicating that the O/E genes’ function may not be completely
redundant (Wang et al. 2003).

The LIM-homeodomain protein Lhx2 was shown to bind to
the homeodomain site in the M71 OR promoter region (Hirota
and Mombaerts 2004). Lhx2 knockout mice do not express ORs,
but since they also lack mature olfactory neurons, there is no
evidence so far that this homeodomain protein is directly in-
volved in OR gene expression (Hirota and Mombaerts 2004;
Kolterud et al. 2004). It is also possible that other homeodomain
proteins than Lhx2 bind to the homeodomain sites in the OR
gene promoters.

Although the vast majority of OR gene promoters have O/E-
like sites, the structure of these sites is variable (see Figs. 2 and 3).
It has been previously shown that the different O/E proteins pos-
sess similar DNA-binding properties (Wang et al. 1997). Our re-
sults indicate that the M1-M4 motifs interact differently with

proteins from olfactory epithelium nuclei (Fig. 5). Several possi-
bilities could explain the different DNA-protein complex affini-
ties. The motifs could bind to different O/E proteins, or to alter-
natively spliced versions of these proteins (Wang et al. 1997,
2002). It is also possible that the same O/E protein types could
bind to the M1-M4 motifs, but with different affinities.

Our findings suggest that different OR gene promoters are
bound by different combinations or amounts of O/E-like pro-
teins. The consequences of these differential interactions for OR
gene regulation are unknown. It is known that different ORs are
expressed in different levels (Young et al. 2003). One interesting
possibility is that the types of O/E-like sites in an OR gene pro-
moter region may determine its probability of being transcribed.
The identification of the proteins that interact with each one of
the motifs and the analysis of the expression patterns of OR
genes that have different motifs should clarify the role of these
O/E-like sites in OR gene regulation.

Promoter DNA elements and OR gene regulation

Different models for OR gene regulation have been considered to
date (for review, see Sosinsky et al. 2000; Mombaerts 2004; Ser-
izawa et al. 2005; Shykind 2005). It has been recently demon-
strated that the monoallelic expression of an OR gene is regulated
by a negative feedback mechanism that requires a functional OR
protein (Serizawa et al. 2003; Lewcock and Reed 2004). In addi-
tion, it was shown that immature olfactory neurons that express
a given odorant receptor can switch receptor expression at a low
frequency, while neurons expressing a mutant (nonfunctional)
OR can switch expression with a greater probability (Shykind et
al. 2004). Based on these results, a new model has been proposed
(Serizawa et al. 2004; Shykind 2005). In this model, after an OR
gene is stochastically selected for expression by a limiting factor,
its corresponding OR protein product mediates a feedback signal
that results in the maintenance of the receptor choice.

Here we show that a collection of random OR genes will
have the same types of cis-regulatory elements, suggesting that
these common promoter elements are likely to play an important
role in OR gene expression. It is possible that enhancers or LCRs
interact with elements in one OR gene promoter to select that
specific OR for expression. Interestingly, it was shown that the H
region, which works as an LCR and is located 75 kb upstream of
the MOR28 gene cluster (Serizawa et al. 2003), also contains at
least one set of homeodomain- and O/E-like sites (Hirota and
Mombaerts 2004). Alternatively, cis-elements and protein factors
that bind to these elements could bring one given OR gene pro-
moter to a single expression site body in the nucleus (Borst 2002;
Voss et al. 2006).

Table 2. Distribution of the sequence motifs among the OR
genes

Motif No. of OR genes (%)? Total no. of sites®
M1 85 (42%) 110
M2 99 (50%) 129
M3 71 (36%) 79
M4 51 (26%) 64
O/E like sites 173 (87%) 382
Homeodomain sites 188 (95%) 1029

*Number of OR gene promoters (% of 198 promoters) containing motifs
M1-M4, total O/E-like sites (sum of M1-M4 motifs) and homeodomain-
like sites (based on the HAATTA consensus sequence).

PTotal number of motif sites found in the 198 OR gene promoters.
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However, it is important to note that other olfactory genes
that are expressed in all mature olfactory neurons, such as Omp,
Gnal, and Aclll, also have O/E-like sites (Fig. 3). Therefore, the
mere presence of O/E-like sites in the promoter regions does not
explain the mosaic pattern of OR expression in the olfactory
epithelium.

In conclusion, our results indicate that intraspecies com-
parisons of promoter sequences are likely to be a useful strategy
for identifying common regulatory motifs that may be involved
in regulation of OR gene expression. A similar strategy can also be
applied to other multigene families whose members are coordi-
nately regulated, such as the pheromone receptor families (Dulac
and Torello 2003).

Methods

5" RLM-RACE

Total RNA was purified from C57BL/6] mice (6-8 wk old) olfac-
tory epithelium using TRIzol reagent (Invitrogen), following the
manufacturer’s instructions. RLM-RACE was performed using the
GeneRacer kit (Invitrogen) and 4 pg of total RNA. Twenty-five-
microliter PCR reactions containing 1 uL of RLM-RACE cDNA,
0.2 mM dNTP, 1.5 mM MgCl,, 0.5 pM each forward and reverse
primer (or 2 pM degenerate primers), 1.25 U of Platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen) were heated to 95°C for 2 min,
followed by 40 thermal cycles of 95°C for 1 min, 50°C for 3 min,
72°C for 2 min, and a final incubation at 72°C for 10 min.

Twenty-five-microliter nested PCR reactions were done us-
ing 1 pL of a 200-fold dilution of the primary PCR product and 25
cycles as above.

Degenerate oligonucleotide primers
The following degenerate OR primers were used in this study:

Reverse primers

P8 (TM-VII): (GA)TTIC(TG)IA(AG)I(GC)(TA)(GA)TA
IAT(AG)AAIGG(GA)TT

P27 (TM-VI): ACIACIGAIAG(GA)TGIGAI(GC)C(GA)CAIGT

P26R (TM-III): CAIATIGCIAC(AG)TAICG(GA)TCAIGTAIGC

Forward primer

P26 (TM-III): GCITA(CT)GA(CT)CGITA(CT)GTIGCIATITG

Cloning and sequencing

The RACE nested PCR products were gel-purified and cloned into
the pCRII vector (Invitrogen). Colonies containing OR cDNAs
were selected by colony PCR using the OR degenerate primers
P26 and P27, and their orientation was determined also by
colony PCR using the pair of primers T7/P27 or SP6/P27. Plasmid
DNA was prepared from positive colonies using Filter Plate for
high-throughput separations (Multiscreen Millipore). DNA was
sequenced with the ABI PRISM Big Dye Terminator V3.1 Cycle
sequencing kit using T7 or SP6 primers on an ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer (Hitachi). Four percent of the OR sequences
were truncated OR RNAs, probably because the CIP reaction dur-
ing RLM-RACE was not 100% efficient.

Genomic alignment of cDNA sequences

We aligned the cDNA sequences against the mouse genome using
BLAST. Only the alignments with percent identities >93% were
considered. The position of each alignment was calculated, and
the flanking 50-kb genomic sequences were extracted from the
corresponding genomic contigs. Each sequence was realigned
with its corresponding extracted genomic sequence using the

Sim4 program (Florea et al. 1998). Only the Sim4 alignments
showing average percent identity >93%, entire sequence align-
ment >50%, and with the best score (based on the nucleotide
identity over the entire alignment) were selected. A MySQL da-
tabase was loaded with the alignment information.

Clustering of cDNA sequences

The cDNA sequences were clustered based on their genomic co-
ordinates. Sequences that share at least one same exon/intron
boundary were included in the same cluster. When no exon/
intron boundaries were defined, sequences with at least 30-bp
overlap in one same genomic location were included in the same
cluster. The Olfactory Receptor cDNA Clusters Viewer site was
generated using the Generic Genome Browser (Stein et al. 2002;
http://www.gmod.org/ggb/).

Promoter sequence analysis

Promoter sequences were analyzed using the Gibbs Recursive
Sampler (Thompson et al. 2003). A FASTA sequence file contain-
ing the 198 promoter sequences (600 bp upstream of the TSS)
(Supplemental material 1) was analyzed using the eukaryotic de-
fault values for all parameters and motif lengths 8, 8, 6, 8, 8; 12,
12, 10, 12, 12; or 14, 14, 12, 14, 14. The parameters used to
identify some of the motifs are shown in the Gibbs output files
(Supplemental material 2). The promoter sequences were also
analyzed using Consensus (Hertz and Stormo 1999) and Weeder
(Pavesi et al. 2004) (in both cases, motif widths were set to 6, 8,
10, or 12). Potential TATA-box sequences were predicted using
HCtata (http://125.itba.mi.cnr.it/~webgene/wwwHC_tata.html).
The location of the motifs within the promoter regions was de-
termined using SiteSeer (http://rocky.bms.umist.ac.uk/SiteSeer/).
Motifs were searched in both strands of the input sequences.

Preparation of nuclear extracts

Nuclear extracts were prepared using the method described by
Kudrycki et al. (1993) from olfactory epithelium dissected from
30 4-7-wk-old C57BL/6] mice. The extract was first concentrated
using a Microcon centrifugal filter device (Millipore), and then
the buffer was exchanged with binding buffer (10 mM Tris-HCI at
pH 7.9, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10% glycerol, 3
mM DTT, 0.3 mM PMSF) using a Micro Bio-Spin P-6 chromatog-
raphy column (Bio-Rad). Aliquots were stored at —80°C. Protein
concentration was determined using the Bradford assay (Bio-
Rad).

Gel shift assay

The digoxigenin (DIG) gel shift kit (Roche Applied Science) was
used for gel shift assays. Binding reactions contained 2 pg of
poly[d(I-C)], 0.1 ng of poly-L-lysine, 1.2 ng of labeled oligo-
nucleotide, and 15 pg of nuclear protein extract. After a 10-min
incubation on ice and a 15-min incubation at room temperature,
the mixture was added with 5 pL of loading buffer (60% 0.25 X
TBE buffer, 40% glycerol, 0.2% bromophenol blue) and electro-
phoresed in 0.5 TBE on a nondenaturing 4% polyacrylamide
gel in 0.5 TBE containing a 2-cm 15% acrylamide layer at the
bottom to retain the unbound probe in the gel, as described by
Bell et al. (1999). The gel was pre-electrophoresed for 1 h at 80 V
before the samples were applied. Competition experiments were
performed by incubating the binding reaction mixtures with a
100 x excess of unlabeled competitor oligonucleotide for 5 min
before the addition of the labeled oligonucleotide. Blotting was
performed using a Bio-Rad electroblotting system, and chemilu-
minescence detection of the DIG-labeled DNA-protein com-
plexes was performed using anti-digoxigenin antibody conju-
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Common DNA motifs in OR gene promoters

gated to alkaline phosphatase and the CSPD substrate (Roche
Applied Science).

The following pairs of complementary oligonucleotides
were used as double-stranded DNA probes for the gel shift reac-
tions (motif sequences are underlined, and the OR genes from
which sequences were extracted are indicated):

M1 motif (from olfr720):
5'-TCTCAGACTTTTCTCCTGGGAGACATCTCAG-3" and
5'"-CCTGAGATGTCTCCCAGGAGAAAAGTCTGAG-3';
M2 motif (olfr165):
5'-TAAGATGCTAAATTCCCTGGAGAAATTGTAA-3" and
5'-TTTACAATTTCTCCAGGGAATTTAGCATCTT-3’;

M3 motif (olfr211):
5'-CCTGGCATCTCCCACTGGGGCTTATATTCTG-3' and
5'-ACAGAATATAAGCCCCAGTGGGAGATGCCAG-3';
M4 motif (olfr1339):
5'-CTTCAGCTTCATCCTCCCTGAGGACAGGGAG-3' and
5'-GCTCCCTGTCCTCAGGGAGGATGAAGCTGAA-3'.
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