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ABREVIACOES

AMPc = adenosina monofosfato ciclica

Amp = ampicilina

BSA = albumina de soro bovina

CIP = fosfatase alcalina de intestino bovino

cfu= unidade de formagdo de colonias

DO = densidade optica

EDTA = écido etileno-diamino-tetracético

FACS = sorteamento de células ativadas pela fluorescéncia
GABABgRI = receptor 1 para acido y- aminobutirico
GABAgR2 = receptor 2 para acido y- aminobutirico
GDP = guanosina bifosfato

GFP = proteina fluorescente verde

GPCRs= receptores acoplados a proteina G

GRKs = quinases de receptores acoplados a proteina G
GTP = guanosina trifosfato

HEK 293 = linhagem de células embrionarias de rim humano
H4 = proteina histona 4

YFP = proteina fluorescente amarela

mGLURS = receptores metabotropicos de glutamato
MHC = complexo principal de histocompatibilidade
OB = bulbo olfatorio

OC = cértex olfatorio

OE = epitélio olfatorio

OR = receptor olfatorio

PBS= tamp#o de fosfato salino

PCR = reagdo em cadeia da polimerase

RE= reticulo endoplasmatico

SSC = solugdo estoque

T1Rs e T2Rs = receptores gustativos

V2R = receptores de ferom6nio

B-AR =receptores [3 adrenérgicos



ABSTRACT

The mammalian olfactory system can discriminate thousands of odorants present in the
environment. Approximately 1000 different olfactory receptors (ORs) are expressed in
the olfactory epithelium (OE) of the nose. The ORs detect odorants and transmit the
resulting signals to the olfactory bulb (OB) of the brain. ORs belong to the G-protein-
coupled receptor (GPCR) super family and have seven putative transmembrane
domains. For unknown reasons, the ORs are retained in the endoplasmatic reticulum
when expressed in heterologous mammalian cell lines. Probably accessory proteins are
required for the sorting of the ORs to the cell surface. In the present work, we used the
OR M93 to study the mechanisms of OR expression. Our goals were to (1) construct an
expression vector for OR M93 in fusion with GFP in yeast and (2) to identify proteins
expressed in the mouse OE that interact with ORs. The analysis by fluorescence
microscopy suggested that OR M93 in fusion with GFP was retained in the endoplasmic
reticulum (ER) of yeast. We used the yeast two-hybrid system to screen a mouse OE
c¢DNA library with a bait corresponding to the N-terminal region of the OR M93. Four
potential candidates were identified: HLA-B associated transcript 3 (BAT-3/Scythe),
transmembrane 4 superfamily (CD82 member), transmembrane 4 superfamily (TSPN-3
member) and syndecan (SDC2). In situ hybridization analysis suggests that OAP-1
protein represents the best candidate for interaction with OR M93. We suggest the
OAP-1 protein could be an accessory protein required for the sorting of the ORs to the

cell surface in heterologous cell lines.
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O sistema olfatorio de mamifero pode discriminar milhAFEEEIEdR %?’8353&:%

no meio ambiente. Aproximadamente 1000 diferentes receptores olfatérios (ORs) sdo
expressos no epitélio olfatorio (OE) do nariz. Os ORs detectam os odores € transmitem
os sinais resultantes para o bulbo olfatério (OB) no cérebro. Os ORs pertencem a super
familia dos receptores acoplados a proteina G (GPCR) e apresentam sete dominios
transmembranicos putativos. Por razdes desconhecidas, os ORs sfo retidos no reticulo
endoplasmatico quando expressos em linhagens de células de mamiferos heterdlogas.
Provavelmente, proteinas acessorias sejam requeridas para o enderecamento dos ORs
para a superficie celular. No presente estudo, utilizamos o OR M93 para estudar os
mecanismos de expressdo de um OR. A dissertagdo teve como objetivos especificos: (1)
construgdo de um vetor para expressdo do OR M93 em fusdo com GFP em levedura e
andlise de sua localizagdo celular; (2) identificar proteinas expressas no epitélio
olfatério de camundongo que interajam com os ORs. A andlise por microscopia de
fluorescéncia revelou que a expressdo do OR M93 fusionado a GFP demonstrou um
padrdo de fluorescéncia que sugere a retengdo do OR M93 no reticulo endoplasmético.
Nos utilizamos o sistema de duplo hibrido em levedura para varrer uma biblioteca de
cDNA de epitélio olfatério de camundongo com uma isca correspondente a regiio N-
terminal do OR MB93. Quatro proteinas candidatas foram identificadas: HLA-B
associado ao transcrito 3 (BAT-3/ Scythe), superfamilia transmembrana 4 (membro
CD82), superfamilia transmembrana 4 (membro OAP-1) e sindecan (membro SDC2)
(“GenBank accession numbers”: BC026647, D14883, BC043072 ¢ BC047144). A
andlise da hibridag¢do in situ destas proteinas, revelou que a proteina OAP-1 é a melhor
candidata a interagdo com OR M93. Dessa maneira, nés indicamos a proteina OAP-1

como possivel proteina candidata a auxiliar o OR a ser expresso de maneira funcional

em sistemas heterdlogos.



INTRODUCAO:
1.1 Sistema Olfatorio

Para a maioria dos mamiferos o sentido principal € o olfato. O olfato informa aos
organismos sobre os compostos quimicos presentes no meio ambiente. O sistema olfatorio
pode detectar e distinguir um vasto niimero de substincias quimicas volateis denominadas
odores. Muitos animais utilizam esse sentido para identificar uma presa, um predador, ou
um companheiro apto a reprodugdo (Axel, 1995).

A discriminagdo de odores pelo sistema olfatorio ocorre em estruturas anatdmicas
distintas através das quais a informacdo sensorial € progressivamente processada: o epitélio
olfatorio, onde os neurdnios olfatorios detectam as moléculas odorantes; o bulbo olfatorio
do cérebro, o local que recebe a transmissdo dos sinais; e estruturas superiores do cérebro,
como o cortex piriforme que recebe a informacgfo do bulbo olfatério e a transfere a outras

regides do cérebro (Fig. 1).

OB
OE

oC

Fig. 1. Representagio esquematica do sistema olfatério de camundongo. OE= epitélio

olfatorio; OB= bulbo olfatorio; OC= cortex olfatorio.

O epitélio olfatdrio € composto por neurdnios olfatorios, células de suporte e células
basais. Os neur6nios olfatorios sdo bipolares, tém tempo de vida estimado em cerca de 30-
60 dias e sdo repostos continuamente pelas células basais do epitélio. Do seu pélo apical
estende-se um dnico dendrito que contém cilios em sua extremidade, do seu polo basal é

projetado um Unico axdnio que atravessa a placa cribiforme, formando sinapses com os



neurénios do bulbo olfatério, chamados de células mitrais. Glomérulos sdo regides de
sinapse entre os axOnios dos neurdnios olfatérios e os dendritos das células mitrais.

Os odores entram pela cavidade nasal e so dissolvidos no muco, sendo detectado
pelos receptores olfatorios (ORs) expressos nos cilios dos neurdnios olfatérios. A ligagdo
do odor ao OR causa uma cascata de eventos que geram sinais elétricos que através dos
axOnios sfo transmitidos as células mitrais do bulbo olfatério (Buck, 1996). Do bulbo
olfatorio esses sinais sdo levados a diferentes regides do cérebro. Por fim, a informagdo
chega as areas mais elevadas do cortex cerebral, relacionadas com a percepgdo consciente

do odor e ao sistema limbico, envolvido com as respostas emocionais (Buck, 2000).
1.2 Receptores Olfatorios (ORs)

Uma grande familia génica que codifica para aproximadamente 1000 receptores
olfatorios (ORs), expressos nos cilios dos neurdnios olfatérios, foi identificada em
camundongos (Buck e Axel, 1991). Os genes que codificam para ORs constituem a maior
familia génica em mamiferos, distribuidos por quase todos os cromossomos (Zozulya ef al.,
2001; Zhang & Firestein, 2002; Malnic et al., 2004; Godfrey et al; 2004). Os ORs fazem
parte da superfamilia dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (Buck & Axel, 1991),
portanto apresentam sete hélices transmembranicas putativas, uma regido amino-terminal e
trés algas voltadas para o meio extracelular, além de um dominio carboxi-terminal e trés

alcas citoplasmaticas (Firestein, 2001; Mombaerts, 2001) (Fig. 2).
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Fig. 2: Representacdio esquematica de um OR. Os residuos mais conservados entre os

diferentes membros da familia de ORs sfo mostrados em vermelho.



Apesar dos ORs compartilharem motivos caracteristicos, eles séo bastante diversos
entre si em relagfo as suas seqiliéncias de aminoécidos. Essas caracteristicas permitem aos
ORs, a capacidade de reconhecer uma grande quantidade de odores diferentes.

Estudos de hibridagdo in situ revelaram que cada gene de OR € expresso em
~1/1000 dos neurdnios olfatdrios, sugerindo que cada neurdnio deve expressar somente um
unico tipo de OR (Ressler et al., 1993; Vassar et al., 1993). Esses resultados foram
confirmados por RT-PCR em células tinicas (Malnic et al., 1999).

Esses mesmos estudos de hibridagfo in situ, demonstraram que o epitélio olfatério
de camundongo ¢ dividido em quatro zonas distintas de expressdo de ORs. Os neur6nios
que expressam iguais ORs estdio localizados em uma mesma zona. Porém, dentro de uma
mesma zona considerada, esses neurénios estdo randomicamente distribuidos (Ressler et
al., 1993; Vassar et al., 1993).

Estudos de projecdo axonal dos neurdnios olfatorios resultaram na descoberta de
que os axonios dos neurdnios que expressam o mesmo tipo de OR convergem para um ou
dois glomérulos do bulbo olfatorio (Ressler et al., 1994; Vassar et al., 1994; Mombaerts et
al., 1996). Dessa maneira, embora os neurdnios olfatérios que expressam um mesmo OR
estejam randomicamente distribuidos no epitélio olfatério, seus axdnios convergem para
um ou poucos locais (glomérulos) do bulbo olfatério, permitindo a elabora¢do de um mapa

topografico sensorial onde cada um dos 1.000 ORs esta representado (Buck, 1996) (Fig. 3).
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Fig. 3: Representacio esquemdtica da organizacio do sistema olfatorio. No epitélio
olfatério, cada OR pode ser expresso em uma dentre as quatro zonas existentes (zona I-IV).
Os axOnios dos neurdnios de uma das zonas, que expressam o mesmo tipo de OR

convergem em um mesmo glomérulo no bulbo olfatério. Os neurdnios do bulbo fazem
sinapses com neurdnios de outras regides do cérebro.

Os odores sdo compostos organicos volateis presentes no meio ambiente. Os odores
sdo responsaveis pela ativagdo dos ORs. Um odor néo ativa somente um OR, ele ativa um
conjunto de ORs. Entretanto cada odor ativa uma combinagfio Unica de ORs. Como
conseqiiéncia um grupo especifico de glomérulos do bulbo olfatdrio sera ativado. Logo, o
sistema olfatério utiliza um mecanismo de codificagio em que a combinagdo de

determinados ORs ativados determinam a identidade de um odor (Malnic et al., 1999).

1.3 Expressdo de ORs em sistemas heterologos:

Do ponto de vista farmacologico, a andlise de um determinado GPCR em seu tecido
nativo ¢ complicada devido & presenga de receptores similares. A expressdo heterdloga

permite a anélise de um tnico tipo de receptor num sistema definido, sendo que em todos
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os casos o receptor deve ser expresso de maneira funcional. Contudo, até o presente
momento ndo hd um sistema heterélogo universal que seja valido para a expressdo
funcional de todos os GPCRs (Tate & Grisshammer, 1996).

Os ORs sdo dificilmente expressos de maneira funcional em sistemas heterélogos
(Gimelbrant, et al., 2001; Mombaerts, 2004). A razéo pela qual isto acontece ndo ¢
conhecida. Ha relatos na literatura de que eles ficam retidos no reticulo endoplasmatico
(RE) e podem ser degradados via proteossoma ou por autofagia (Lu et al., 2003), ndo
chegando 2 membrana plasmaética (Ivic et al. 2002). Acredita-se que possivelmente os ORs
necessitam de auxilio de proteinas acessorias, como chaperonas, para serem corretamente
enderegados a membrana plasmatica. Entretanto, alguns poucos trabalhos conseguiram

expressar um limitado niimero de OR de maneira funcional (Tabela I).



Tabela I: Resumo dos odores cognatos aos receptores olfatorios (ORs)

Receptor Olfatério Odores Referéncias Bibliograficas
17 (rat) heptanal Zhao et al. (1998) Science 279: 237
ID3 carvone Krautwurst et al. (1998) Cell 95: 917
IC6 citronela Krautwurst et al. (1998) Cell 95: 917
1G7 limonene Krautwurst et al. (1998) Cell 95: 917

S1-S86 (13 ORs)

MOR23

hOR17-40

mOR73

mOR74

mOR912-93

M71

hOR17-4

mOR-EG

mOR-EV

U131

odorantes alifaticos
liral

helional
eugenol

etil-vanillina

2-heptanone

acetofenona

bourgeonal
eugenol

etil vanillina

Acido heptanoico

Malnic et al. (1999) Cell 96: 713

Touhara et al. (1999) PNAS 96: 4040
Wetzel et al. (1999) J. Neurosci. 19: 742
Kajiya et al. (2001) J. Neurosci. 21: 6018
Kajiya et al. (2001) J. Neurosci. 21: 6018
Gaillard et al. (2002) Eur. }.Neurosci.15: 409
Bozza et al. (2002) J. Neurosci. 22: 3033
Spehr et al. (2003) Science 299: 2054
Kajiya et al (2001) J. Neurosci 21: 6018
Katada ef a/ (2003) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 305: 964

Kajiya et al (2001) J. Neurosci 21: 6018

Murrell et al (1999) J. Neurosci 19: 8260
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A investigacdo da interagdo ORs-ligantes é essencial para entender a base molecular
do codigo olfatorio. Entretanto o codigo olfatorio ainda ndo foi decifrado. Os odores
ligantes para cada membro da superfamilia de OR, ainda ndo foram identificados. Os
trabalhos realizados até entfo tém tido pouco sucesso por que o sistema pratico tem suas
limitagdes (Wetzel et al., 1999; Lu et al., 2003;). Os neurbnios olfatérios sdo dificilmente
mantidos em cultura primaria (Vargas, 1999), a transferéncia de genes mediada por virus
ndo é consistente com a produg¢do funcional de OR expressos e a criagdo de animais
geneticamente modificados para cada membro da superfamilia de OR pode ser uma
metodologia cara e de baixa escala (Bozza er al.,, 2002). Portanto, a identificagdo de
proteinas acessorias que interagem com ORs e auxiliam na sua expressdo funcional em
células heterologas seria de extrema importincia para o desenvolvimento da area.

A levedura também ¢ um modelo muito usado para a expressdo heterdloga de
GPCRs (Paush, 1997; Sarramegna et al., 2003). Logo seria interessante expressar o0 OR em

leveduras e avaliar seu potencial como um sistema geral para a expressdo funcional de

ORs.
1.4 Interagdes realizadas pelos ORs e outros GPCRs:

Como mencionado acima, € possivel que ORs interajam com proteinas especificas e
que estas sejam importantes para a sua expressdo funcional. A seguir apresentamos um

resumo do que se conhece a respeito de proteinas que interagem com ORs, assim como

com outros GPCRs em geral.
1.4.1 A interagdo entre a proteina G e 0 OR

A proteina G € composta por trés subunidades: a, B e y. Uma subunidade o
especificamente expressa no epitélio olfatdrio foi identificada e denominada de Goolf
(Jones & Reed, 1989).

Estudos utilizando camundongos “knock-out” para esse gene (Gaolf) revelaram que

estes camundongos sdo andsmicos (incapacitados da detec¢do de odores), mostrando a
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importincia desta proteina na transdugfo do sinal nos neurdnios olfatdrios (Belluscio et al.,
1999).

Deste modo, um modelo proposto para a detecg¢do do odor seria: o odor liga-se ao
OR mudando a conformagio deste para uma forma ativa que conseqlientemente ativa a
proteina G (promovendo a troca de GDP por GTP) resultando na dissociag@o da subunidade
Gowlf das subunidades B e y. A subunidade Gaolf livre estimula a adenilato ciclase III,
provocando um aumento dos niveis de AMPc. Com isso, canais idnicos regulados por
nucleotideos sdo abertos, possibilitando a entrada de cations (Na* e Ca®"), levando a
despolariza¢gdo da membrana do neurdnio € a conseqliente geragdo do potencial de acéo
(Brunet et al., 1996; Belluscio, et al., 1999; Wong et al., 2000; Ronnett & Moon, 2002).

Este processo permite que o sinal quimico do odor detectado no epitélio olfatério
possa ser convertido em um sinal elétrico transmitido para o bulbo olfatério, e este o

transfere para outras regides do cérebro onde a percep¢ao biologica € construida.
1.4.2 Interagdo do OR com a proteina ODR4 de C. elegans:

O nematoide C. elegans contém por volta de 32 neurdnios quimiosensoriais
divididos em quatorze tipos. Dois tipos de neurdnios quimiosensoriais, chamados de
neurdnios AWA e¢ AWC, sdo similares aos neurdnios olfatérios de mamiferos. Foram
identificados mais de quarenta genes de diferentes familias candidatos a receptores
quimiosensoriais, estes receptores sdo semelhantes aos receptores olfatérios de mamiferos
pois sdo GPCRs e sdo expressos preferencialmente nos neurdnios quimiosensoriais
(Troemel et al., 1995). A proteina ODR-10 € um receptor olfatério que estd presente nos
cilios dos neurdnios AWA e interage com o odor diacetil (Sengupta et al., 1996). A
proteina expressa pelo gene odr4 parece exercer papéis fundamentais no enderegamento, no
enovelamento e estabilizagdo da ODR-10 nos cilios dos neurdnios AWA. A ODR-4 ¢ uma
proteina de membrana com cerca de quatrocentos e quarenta e cinco aminoacidos,
localizada no corpo celular e dendrito dos neurdnios quimiosensoriais (Dwyer, et al., 1998).
Embora nenhum gene homoélogo ao odr4 tenha sido encontrada em mamiferos, é possivel
que os neurdnios olfatoérios dos mamiferos expressem proteinas com fungdes analogas a

proteina do odr4.



12

1.4.3 — Interag@o do OR com os receptores B,-ARs (um GPCR):

Os receptores P-adrenérgicos sdo GPCRs, eles interagem e sdo ativados pelo
horménio epinefrina (adrenalina). Os receptores B-adrenérgicos (B-ARs) séo divididos em
trés tipos Pl1-, P2- e PB3-. Os receptores adrenérgicos Pl sdo encontrados
predominantemente no coragdo, os receptores adrenérgicos B2 sdo encontrados no sistema
respiratorio, € os receptores adrenérgico B3 s@o encontrados no tecido adiposo (Skeberdis,
2004). Recentemente demonstrou-se que o receptor B, adrenérgico (B-ARs) interage com o
OR M71, aumentando significamente a expressdo deste na superficie das células
embrionarias de rim humano (HEK 293). Entfo, € sugerido que o OR M71 seja translocado

para a membrana plasmatica quando associado fisicamente ao B,-ARs (Hague, et al., 2004).
1.4.4 - Interagdo de Proteinas com receptores GPCRs em geral:

Recentemente tem se demonstrado que outras proteinas, além de proteinas G,
interagem com diferentes GPCRs (Brady & Limbird, 2002). Alguns exemplos destas

interagdes sdo:

A) Dimerizagdo:

O GABAgRI (receptor 1 para acido y- aminobutirico) nunca foi expresso de
maneira funcional em células de mamiferos porque ele ndo trafegava corretamente para a
superficie da célula. Dois grupos independentes identificaram um receptor com 35% de
identidade com o0 GABAgR1, € 0 denominaram de GABAgR2. Em sistemas heterélogos, a
expressdo funcional do receptor para GABAg na membrana plasmaética do neurdnio ocorre
somente quando ha coexpresséo (heterodimerizagdo) do GABAgRI ¢ GABAR2. O
GABAgR?2 néio ¢ uma molécula chaperona, mas parece ser um componente necessario para
a formagio de um receptor GABAg funcional. E sugerido que o GABAgR2 mascare o
sinal/motivo de retencdo no RE presente na extremidade C-terminal do GABAgRI
(revisado em Brady & Limbird, 2002). Mais recentemente demonstrou-se que apenas

heterodimeros de receptores gustativos (T1Rs e T2Rs) séo funcionais (Nelson et al., 2001).
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B) Interagdo de GPCRs com moléculas chaperonas:

As chaperonas promovem o enovelamento correto da proteina, bem como a
interagdo intra e intermolecular requerida para a proteina adquirir no RE uma conformagio
competente para exportagdo (Ellgaard & Helenius, 2001; Helenius & Aebi, 2001). Uma
molécula chaperona que interage com GPCR, foi denominada de Nina A. Estudos
bioquimicos e imunocitoquimicos indicaram que a auséncia de Nina A causa redugdo de
rodopsina nas células fotoreceptoras de Drosophila melanogaster. Nina A ¢ constituida por
duzentos e trinta e sete aminodacidos, tem o tamanho aproximado de 26 KDa, ela € expressa
somente nos olhos e estd localizada na membrana, ela apresentou mais de 40% de
similaridade de seqiiéncia com a proteina ciclofilina (CyP) (Schneuwly et al., 1989; Shieh
et al., 1989). A CyP ¢ uma isomerase peptidilprolil cis-trans, necessaria in vitro para o re-
enovelamento de proteinas denaturadas ricas em prolinas (Fisher et al., 1989). Dessa
maneira, é sugerido que a Nina A estaria envolvida no controle pés-traducional, com o
papel de enovelar corretamente a rodopsina promovendo a estabilizagdo desta na membrana
plasmatica das células fotoreceptoras (Schneuwly et al., 1989; Shieh et al., 1989; Brady &
Limbird, 2002).

Da mesma maneira, € possivel que existam intera¢des de proteinas chaperonas com

os ORs, que sejam importantes para a estabilizacdo do OR na membrana.

C) Interacdo de GPCR com proteinas contendo o dominio PDZ

PDZ sdo dominios modulares envolvidos em interagSes protéicas que desempenham
papel importante na formagfio de complexos protéicos de sinalizagdo ou de endere¢gamento
de proteinas na célula (Sheng & Sala, 2001). A proteina Homer la e 1b contém dominios
PDZ responsaveis pela ligagdo ao C-terminal dos receptores metabotropicos de glutamato
(Brakeman et al., 1997). A expressdo do mGLURS ocorre de maneira ndo funcional quando
coexpressa com a proteina Homer 1b em sistemas heterélogos. Este resultado ndo €
observado quando a mGLURS ¢é coexpressa com o Homer 1a (Roche et al., 1999). Dessa
maneira, dependendo da proteina Homer expressa, podemos ter uma regulagdo positiva
(enderegamento correto do mGLURS & membrana plasmatica) ou negativa (retengdo no

RE).
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D) Interagéo entre GPCRs e a B-arrestina: Unwersidade de $30

A desensitizagdo homoéloga de GPCRs ¢ geralmente mediada pela fosforilagdo do
receptor por quinases de receptores acoplados a proteina G (GRKs). O receptor fosforilado
apresenta alta afinidade de ligagdo com as B-arrestinas. Estas se acoplam entre o receptor €
a proteina G heterotrimérica, levando a diminuigdo drastica do sinal dos efetores da
proteina G e o subseqiiente recrutamento do maquindrio endocitico dependente de clatrina,

responsavel pela internalizagdo do GPCR (Luttrell & Lefkowitz, 2002; Ferguson, 2001).

E) Interagdo entre as proteinas da familia M10 e V2Rs (que séo também GPCRs):

Os membros da familia M10 pertencente a classe Ib do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), foram encontradas associadas a microglobulina-B2 (f2m) e
aos receptores de feromdnio da familia V2R. Essa interagdo ocorre na superficie do
dendrito do neurdnio e parece exercer um papel essencial no trafego e estabilizagﬁo do V2R

na membrana plasmatica do dendrito do neurdnio sensorial. (Loconto ef al., 2003).

Portanto, o nimero de proteinas descritas que interagem com GPCRs vem
aumentando. A identificagdo e caracterizagdo destas proteinas contribuirdo para a
compreensdo dos mecanismos responsdveis pelas fun¢des dos diversos membros da
superfamilia de GPCRs.

Praticamente nenhuma proteina que interage com ORs de mamiferos foi
identificada até hoje. Os ORs nfio tem motivos conservados (seqiiéncias peptideo sinal)
envolvidos na exportagdo do RE (Zozylya et al., 2001; Ma & January, 2002). Proteinas
acessorias especificas séo requeridas para auxiliar proteinas GPCRs ou ndo, a adquirir uma
conformagéo competente para exportagdo do RE (Herrmann ef al., 1999). Acredita-se que
uma chaperona especifica olfatéria ou um cofator regulador seja necessario para a
maturagdo do receptor € seu correto trafego para membrana plasmadtica. Entdo a
identificagfio de novas proteinas que interajam com os ORs é de fundamental importincia

para o estudo dos mecanismos moleculares envolvidos na fungdo dos ORs.
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OBJETIVOS

Os ORs ndo sdo expressos de maneira funcional em células heterélogas. A
elaboragdo de métodos que permitam a expressdo de ORs em sistemas heterélogos € de
grande importincia para o desenvolvimento da area. No presente estudo, utilizamos o OR
M93 para estudar os mecanismos de expressdo de um OR. A presente dissertagio teve
como objetivos especificos: a) construgdo de um vetor para expressio do OR M93 em
Saccharomyces cerevisiae e andlise de sua localizagfo celular; b) identificar proteinas
expressas no epitélio olfatério de camundongo que interagem com dominios especificos da

extremidade amino terminal dos receptores olfatdrios.
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MATERIAIS

1) Plasmideos pUGs:

Os vetores pUG23 e pUG34 foram cedidos gentilmente por Giildener U. &
Hegemann J. H. do departamento de microbiologia da universidade de Diisseldorf,

Alemanha (http://mips.gsf de/proj/yeast/info/tools/hegemann/gfp html). Ambos os vetores

sio regulados por promotores induziveis na auséncia de metionina e sdo selecionados em
meio sem histidina. O plasmideo pUG23 contém o gene YyEGFP3 (“yeast enhanced” GFP
3) (Cormack et al., 1997), que é responsavel pela expressio do GFP (“green fluorescent
protein” da agua viva, Adequorea Victoria), localizado “downstream” do sitio multiplo de

clonagem. Entretanto, no pUG34, o gene esta localizado “upstream” do sitio multiplo de

clonagem (Fig. 4).

A) B)

. CEN6/ARSH4 HindIll

N
] HIS3

_Hindlll
Kpnl

pUG23

6303 bps

“Nael

MET25-P

Fig. 4: Mapa dos plasmideos utilizados para expressio do OR M93 em levedura. A)
pUG23. Este plasmideo permite a expressdo da proteina de interesse com uma fusio a GFP
na sua extremidade C-terminal. B) pUG34. Este plasmideo permite a expressio da proteina

de interesse com uma fusdo a GFP na sua extremidade N-terminal.
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2) Linhagens de levedura com marcadores de localizagdo celular:

Dentre as linhagens de levedura disponiveis (http :// depts. washington. edu/~yeastrc
/fm home 5. htm), nos utilizamos a linhagem diploide (Mat a/Mat o) HHF2/YNLO30W,

cedida gentilmente por Muller, Davis e Snydsman do departamento de bioquimica da
universidade de Washington, Seattle, EUA. Esta linhagem contém o YFP (“yellow
fluorescent protein™) fusionado a proteina histona 4 (H4) residente no nicleo. A expressdo
da H4-YFP esta sob o controle do promotor enddgeno e a sele¢do da levedura ¢ feita na

auséncia de histidina.
3) Vetores utilizados para o sistema de duplo hibrido em levedura :

a) pGilda - HIS3, CEN, Ap”® (usado para expresséo da isca) (Fig. 5A):

Este plasmideo possui o promotor GAL1 que permite a expressdo da proteina de
fusdo LexA — isca (“bait”) apenas quando a unica fonte de carbono for galactose. A
seqiiéncia CEN (centrOmero) mantém o plasmideo em uma uUnica cépia por célula. A
seqiiéncia do LexA € seguida pelo sitio multiplo de clonagem que permite a inser¢éo do
fragmento de DNA de interesse para a produgfo da isca. A seqiiéncia ARS permite a
replicagdo do plasmideo na levedura, enquanto o gene HIS3 ¢ utilizado para seleg¢do de
R

levedura que o contenha. Para selecdo em bactéria este plasmideo possui o gene Amp

enquanto a seqiiéncia “col E1 ori” permite a replicagio deste plasmideo em bactéria.

b) pSHI8-34 - URA3, 2um, Amp", 8ops. -LacZ (Fig. 5B):

Esse vetor expressa o gene reporter LacZ sob o controle de oito operadores Lex A.
Contém também o gene URAS3 para selegdo de levedura que o contenha. Para sele¢cdo em
bactéria este plasmideo possui o gene Amp® enquanto a seqiiéncia “pBR ori” permite a

replicagdo deste plasmideo em bactéria.
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¢) pJG4-5 - TRPI1, 2um (usada para expressdo da biblioteca) (Fig. 5C):

Este plasmideo expressa o dominio de ativagdo B42, seguido do epitopo HA ¢
antecedido por um sinal de localizagdo nuclear (nucl. local. - B42 - HA tag), em fusdo com
as proteinas referentes a mensagem do cDNA do epitélio olfatorio, denominadas alvo
(“target”). Essa expressdo estd sob a regulagéo do promotor GAL1, induzivel por galactose.
Este possui a seqii€ncia “2um ori” para a existéncia de grande nimero de copias do
plasmideo na levedura e o gene TRP para selegdo de levedura que o contenha. Para selegdo
em bactéria este plasmideo possui o gene Amp" enquanto a seqiiéncia “pUC ori” permite a

replicagdo deste plasmideo em bactéria.
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Fig. 5: Representacido esquematica dos plasmideos utilizados no ensaio do sistema de duplo hibrido: A)
pGilda; B) pSH18-34; C) pJG4-5. Ver texto em “Materiais” para descri¢do dos plasmideos.
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d) Plasmideos controles:

- pBait: expressa a proteina de fusfo “LexA-bait” constitutivamente.

- pTarget: permite a expressdo da proteina “B42-target”, induzivel por galactose. As
proteinas “bait” e “target” interagem entre si, sendo um controle positivo de interagdo em

ensaios de sistema de duplo hibrido em levedura.

4) Linhagens de levedura utilizadas para o sistema de duplo hibrido:

a) EGY48 - MATa trpl his3 ura3 leu2:: 6 LexAop-LEU2A — Esta linhagem de levedura
possui o gene repdrter LEU2 integrado ao cromossomo, controlado por seis operadores
LexA. Quando tal gene € expresso, essa levedura é capaz de crescer em meio sem
leucina. Essa levedura foi transformada com o plasmideo pJG4-5.

b) RFY206 - MATa trpl A ::hisG his3 4200 ura3-52 lys2A201 leu2-3 — Esta linhagem foi
transformada com os vetores pSH18-34 ¢ o pGilda.

A linhagem RFY206 (MATa) ¢ a EGY48 (MATa) sdo capazes de se acasalar e

formar células diploides.

5) Meios utilizados para o crescimento de leveduras:

a) YPD: Este meio contém uma mistura de peptona, extrato de levedura e glicose em
Otimas proporgoes para o crescimento da Saccharomyces cerevisiae

b) Glicose, -His, -Ura: Este meio contém como fonte de carbono a glicose, ¢ um meio
seletivo sem a presenga do aminoacido histidina e da base nitrogenada uracila.

¢) Galactose/Rafinose, -His, -Ura, -Trp: Este meio contém como fonte de carbono a
galactose e rafinose, ¢ um meio seletivo sem a presenga da base nitrogenada uracila
e dos aminoacidos histidina, triptofano.

d) Galactose/Rafinose, -His, -Ura, -Trp, -Leu: Este meio contém como fonte de
carbono a galactose e rafinose, ¢ um meio seletivo sem a presenga da base

nitrogenada uracila e dos aminoécidos histidina, triptofano e leucina.
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Glicose, -His, -Ura, -Trp, -Leu: Este meio contém como fonte de carbono a glicose,
¢ um meio seletivo sem a presenga da base nitrogenada uracila e dos aminoacidos
histidina, triptofano e leucina.

Galactose/Rafinose, -His, -Ura, -Trp, -Leu, + X-gal: Este meio contém como fonte
de carbono a galactose e rafinose, contém também a substdncia X-gal que ¢é
substrato da enzima lacZ. E um meio seletivo sem a presenga da base nitrogenada
uracila e dos aminodacidos histidina, triptofano e leucina.

Glicose, -His, -Ura, -Trp, -Leu, + X-gal: Este meio contém como fonte de carbono a
glicose, contém também a substancia X-gal que ¢é substrato da enzima lacZ. E um
meio seletivo sem a presenga da base nitrogenada uracila e dos aminoacidos
histidina, triptofano ¢ leucina.

Glicose, - His, -Met: Este meio contém como fonte de carbono a glicose, ¢ um meio
seletivo sem a presenga dos aminoacidos metionina e histidina.

Glicose, - His: Este meio contém como fonte de carbono a glicose, é um meio

seletivo sem a presen¢a do aminoécido histidina.
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METODOS
I) Construgio de vetores para expressio dos OR M93 em leveduras:

1) Construgdo dos plasmideos:

Os vetores pUG23 e pUG34 foram digeridos com 5Sul da enzima de restrigdo
BamHI (10U/ pl) (New England BiolLabs) por 6 horas a 37°C. Foram purificados utilizando
fenol/cloroférmio para a remog¢do das proteinas e precipitados com etanol e acetato de
sodio. Seguiu-se entdo o tratamento dos vetores com “calf intestinal alkaline phosphatase”
(CIP) (10U/ul) (New England BioLabs), enzima responsavel pela remog¢do dos grupos
fosfatos da extremidade 5°. Esse procedimento € necessario a fim de evitar o religamento

das extremidades dos plasmideos durante a reagdo com T4 DNA Ligase.
1.1) Construgédo do inserto (OR M93):

Foram construidos dois fragmentos referentes ao gene OR M93. Um dos
fragmentos contém o cddon de terminagfio enquanto que o outro ndo, dependendo de sua
localizagéo nos vetores em relagdo ao gene do GFP (o inserto para o pUG23 nio tem “stop
c6don”, o inserto para o pUG34 tem “stop codon”, Fig. 4).

Para a obtengdo dos insertos foi feito um PCR em um volume total de 25pl,

utilizando os seguintes reagentes:

Tampéo para Taq DNA polimerase 10X 2,5 ul

MgCl, (50mM) 0.75 ul
dNTPs (10mM) 0,5 ul

“Primer forward”(50uM) 0,25 ul
“Primer reverse”(50uM) 0,25 ul
Taq polimerase (5 U/ul) 0,25 ul
H,O destilada 19,5 pl

DNA gendmico de camundongo (100ng)* 1,0 ul
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* ¢ importante lembrar que os genes ORs presentes no DNA gendmico de camundongo,

ndo apresentam intron.
Os seguintes oligonucleotideos sintéticos (“primers”) referentes a fase aberta de

leitura do gene OR M93 foram utilizados na reagdo de PCR:

a) Oligonucleotideos utilizados na construgio do OR M93 inserido no pUG23:
m93A (“forward”) 5"CGGGATCCCCCATGGCATACAGCAATCAGTC 37

m93B (“reverse”) 5"CGGGATCCTACATGAAACTTCTTTITTITTG 3”

b) Oligonucleotideos utilizados na constru¢do do OR M93 inserido no pUG34 :

m93A (“forward”) 5"CGGGATCCCCCATGGCATACAGCAATCAGTC 3°

m93BL (“reverse”) 5" CGGGATCCTTATACATGAAACTTTTTTTG 3’

Em negrito esta representado o sitio da enzima de restricio BamHI localizado na

extremidade 5° dos “primers”.
As seguintes condigdes de ciclagem foram adotadas para as reagdes de PCR:

a) 95°C por4 min — 1 ciclo
b)
b.1) 96°C por 1min — desnaturagio
b.2) 52°C por I min — anelamento 35 ciclos
b.3) 72°C por 1min — extensio
¢) 72°C por 10 min
d) 4°C temperatura constante (“soak temperature”™).

Esses insertos (produtos amplificados) possuem sitios BamHI em ambas as
extremidades, permitindo a subclonagem desses produtos de PCR nos sitios BamHI -
BamHI dos respectivos vetores pUG23 e pUG34.
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1.2) Subclonagem dos fragmentos de PCR em plasmideos:

Para facilitar a subclonagem dos fragmentos de PCR nos vetores pUG23 e pUG34,
os dois fragmentos referentes ao inserto OR M93 foram primeiramente subclonados no
vetor “TA cloning dual promotor” (pCR® I — “Invitrogen”) (Fig. 6). Os plasmideos

recombinantes resultantes foram entdo digeridos com BamHI, os insertos foram purificados

e ligados aos vetores pUG23 e pUG34.

1o TECG A
- 3 A
INSTITUTY nE QUIMIC

32 o
Unxv-'»'fa'ada:c%e de 520 Pau

gi1BL

B)

EcoRi EcoRI
2RSSR o Product i
Fig. 6: (A) Esquema do vetor PCRIL o produto de PCR (inserto) (“PCR product”) é

inserido entre os sitios de restrigdo EcoR1. (B) A inser¢do do produto de PCR no vetor,

deve-se a presencga de residuos de adenina em suas extremidades 3.

a) Subclonagem no pCR® II: Os fragmentos de PCR purificados foram subclonados no
vetor pCR® II, seguindo o protocolo abaixo:

Para um volume total de Sl de reagdo de ligagdo:

produto de PCR fresco (6 ng/ul) 1,0 pl
tampdo de ligagdo 10 X 0,5 ul
vetor pCR® II (25 ng/ul) 1,0 ul
T4 DNA ligase (400 U/ul) 0,5 ul

agua destilada 2,0 ul
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A reacdo de ligag8o foi mantida em banho a 16°C por 12 horas.

Foi feita a precipitagdo (concentracdo do DNA e a retirada dos sais) da ligagdo resultante
que foi posteriormente transformada em bactérias E. coli da cepa DH5a por eletroporagéo,
utilizando-se 20 pL. de bactéria competente e 1,0 pL. do produto da reagfo de ligacdo.
Foram selecionadas duas coldnias brancas em uma placa de meio LB-agar contendo x-gal e
inoculadas em 3,0 mL de LB com ampicilina (50 pg/mL) a 37°C, com agitagdo durante 12
horas. Apos o tempo de crescimento, os plasmideos foram purificados (“QIAprep Spin
Miniprep Kit, QIAGEN”). Esses plasmideos foram entfo digeridos com BamHI. As

condig¢des de reagdo foram as seguintes:

pCRII subclonado com o OR M93 50 pl
tampdo BamHI 10X 10 pl
BamHI (20U/pl) 5pul
BSA(albumina de soro bovina) 100X 1 pl

" H,0 destilada 34 ul
volume total 100 pl

Incubagio por 6-7 horas a 37°C.

Em seguida foi feita a gel-purificagdo da banda correspondente ao inserto,
utilizando-se o “kit Concert™ Gel Extraction Systems” da “GIBCO-Life Technologies”,
conforme instrugdes do fabricante. A quantificagfio dos produtos foi feita através da analise

em gel de agarose para a ligagéo dos insertos nos vetores pUG23 e pUG34.

b) Subclonagem no pUG23 e pUG34: Os fragmentos de PCR purificados foram
subclonados nos vetores pUG23 € pUG34, de acordo com o seguinte protocolo:

Para um volume total de 5ul de reagdo de ligacdo:

produto de PCR fresco (2 ng/ul) 1,0 wl
tampdo de ligagdo 10 X 0,5 ul
vetor pUG23 ou pUG34 (50 ng/pnl) 1,0 pl
T4 DNA ligase (400 U/pl) 0,5 ul

agua destilada 2,0 pul
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A reagio de liga¢do foi mantida em banho a 16°C por 12 horas. L1107 5 ¢ h
BB L EQUitNCA
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O produto da ligagdo inserto-vetor foi entdo precipitado para realizar a trgﬁ‘svtec()s‘rrdna:;éo em
bactérias eletrocompetentes da cepa DHSa. Apds transformagdo dessas bactérias, algumas
colonias foram selecionadas por “Colony-PCR” (reagdo de PCR utilizando bactérias como
“molde” € os mesmos “primers” ja indicados anteriormente para a identificagdo de colonias
que contém o plasmideo com o inserto desejado). Destas colonias foram purificados os
plasmideos (QIAprep Spin Miniprep Kit, QLAGEN) que posteriormente foram digeridos
com a enzima BamHI (New England BiolLabs) a 37°C/2horas para verificagdo dos
fragmentos desejados.
Os plasmideos dos clones obtidos foram seqiienciados através de seqiienciamento
automatico, com o uso de mistura de reagdes “BigDye” (Applied Biosystems), para se
verificar a seqii€ncia dos fragmentos subclonados, a fusdo correta do gene subclonado com

o GFP ¢ o direcionamento dos fragmentos visto que as extremidades sdo BamHI-BamHI.

2) Transformagéo dos plasmideos (pUG23 e pUG34) em levedura:

Os plasmideos pUG23 e pUG34 contendo o ORM93 fusionado ao gene que
expressa a proteina GFP foram transformadas em leveduras da linhagem haploide EGY48
(Mato), através do método “lazy bones” (Burke ef al., 2000), cujo protocolo é descrito a
seguir:

(1) Selecionar uma colénia (2-3 mm de didmetro) e transferir para um tubo
“Eppendorf” de 1,5mL;

(2) Adicionar 10 pL. de DNA carreador (DNA de esperma de salmio, YEASTMAKER
Carrier DNA — Clontech) (100 pug) ¢ 1 pL de DNA plasmidial (produto da
“miniprep”). O DNA carreador deve ser previamente fervido por 20 min e logo em
seguida colocado no gelo. O DNA plasmidial deve ser diluido em agua destilada na
razdo de 1:10.

(3) Adicionar 0,5 mL de solugdo “PLATE” e vortexar.

Solugdo “PLATE”: polietileno glicol (PEG) 40%, 0,1 M acetato de litio (LiAc) e

Tampéo TE (10mM Tris-HCL, pH 7.5, 1mM EDTA).



27

(4) Incubar de 12 horas a 4 dias a temperatura ambiente.

(5) Aplicar o choque térmico (42°C por 15 minutos).

(6) Centrifugar por 10 segundos a 16000 xg. Remover cuidadosamente o sobrenadante
e ressuspender o pellet com bastante cuidado em 200 pL de agua estéril.

(7) Plaquear todo o volume em placas seletivas.
3) Crescimento e indugdo da linhagem de levedura EGY48:

As colOnias de leveduras contendo o pUG23 e pUG34 subclonados foram crescidas

e induzidas, segundo a metodologia (Reynolds & Lundblad, 1999) descrita a seguir:

(1) Inocular uma unica colénia em 5 ml de meio liquido seletivo de glicose: -Histidina,
crescé-la no shaker a 30°C “overnight”.
(2) Inocular 50 plL da cultura “overnight” em 5 ml de meio liquido indutor de glicose: -

Metionina, crescer durante aproximadamente Sh-7h até a DOgogpai=0.5-1.0

4) Crescimento da linhagem HHF2/YNLO30W:

A linhagem de levedura HHF2/YNLO30W foi crescida seguindo o protocolo a
seguir (Reynolds & Lundblad, 1999):

(1) Inocular uma tnica col6nia em 5 ml de meio liquido YPD, crescé-la com agitagdo a

30°C por 12 horas.
(2) Inocular 50 pL da cultura “overnight” em 5 ml de meio liquido YPD, crescer

durante aproximadamente 5h-7h até a DOggonm=2.0
5) Microscopia de fluorescéncia:
Células vivas referentes as colonias EGY48 e HHF2/YNL0O30W, foram observadas

ao microscopio de fluorescéncia (Diaphot TE 300-Nikon) com a objetiva de 100x com o

uso do dleo de imersdo. As imagens das células expressando diferentes construgdes foram
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feitas sob as mesmas condigdes. A fluorescéncia do GFP e do YFP foram visualizados com

o uso de filtro de 480nm. As imagens foram adquiridas com o uso da cdmera digital (Roper

Scientific).

IT) O sistema de duplo hibrido em levedura

A andlise do duplo hibrido é baseada no fato de que muitos reguladores de
transcricdo de eucariotos sdo compostos de dominios separados e funcionalmente
independentes. Estes reguladores geralmente contém um dominio de ligagdo ao DNA
(DNA-BD) que se liga a uma seqiiéncia promotora especifica € um dominio de ativagio
(AD) que direciona o complexo da RNA polimerase Il para transcrever o gene localizado
“downstream” do sitio de ligagdo ao DNA. Se o DNA-BD e AD forem aproximados
fisicamente na regido promotora, a fungdo da ativagéo da transcri¢io sera restaurada (Fields
& Sternglanz, 1994).

No sistema de duplo hibrido DupLex-A (“DupLEX-A™”, OriGene Technologies,
Inc., www.origene.com), 0 DNA-BD ¢ representado pela proteina Lex A procaridtica. O
AD ¢é um peptideo de E. coli (B42) com 88 aa, que ativa a transcri¢do da levedura. Dois
diferentes vetores de clonagem foram usados para gerar a fusdo destes dominios com os
genes codificantes de proteinas candidatas a interagirem uma com a outra, as proteinas
hibridas recombinantes sdo coexpressas em levedura. A interago entre a proteina isca
(fusionada a0 DNA-BD) e a proteina alvo (fusionada a AD) cria um novo ativador de
transcrigdo com afinidade de liga¢8o para operadores Lex A. Se as duas proteinas hibridas

ndo interagirem entre si, 0s genes reporteres nfo serdo transcritos. (Fig. 7).
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Fig. 7 : Diagrama esquemitico do sistema de duplo-hibrido em leveduras

A) A proteina utilizada como isca em fusdo com o dominio de ligagéio ao DNA (DNA-
BD), liga-se aos operadores LexA, mas nfo ¢ capaz de ativar a transcri¢do do gene
repérter sem o dominio de ativagéo (AD).

B) Nio ha interagfo entre a proteina isca e a proteina alvo (X). Os dominios de ligagéo
e ativacfo ndo sdo aproximados, nfo havendo transcricdo dos genes repOrteres.

C) A transcrig@o do gene reporter € ativada somente se houver interagfo entre a isca € 0
alvo (YY), pois assim os dominios DNA-BD e AD sero aproximados reconstituindo

um fator de transcrigéo.

1) Construgdo das iscas ("baits"):

As seqiiéncias de nucleotideos que codificam para os dominios especificos do OR
escolhido (M93) foram amplificadas, através de PCR, a partir de DNA gendémico de
camundongo (os genes codificadores de ORs ndo possuem introns e, portanto, podem ser
diretamente amplificados a partir de DNA gendmico) ¢ inseridos no sitio de clonagem do
vetor pGilda (OriGene). As iscas construidas foram: (NH; + Lil) que contém desde a
regifio do N-terminal até o final do “loop" interno 1; o outro (Lil + Tm2) contém desde o

inicio do "loop" interno 1 até metade do dominio transmembrana 2 (ver esquema em
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resultados, na tabela II). Estas regides foram escolhidas, pois apresentam seqiiéncias com
alta identidade entre um grande nimero de membros da familia de ORs.

A construgfo, a transformagdo (das iscas na linhagem de leveduras RFY206) ¢ a
caracterizago das iscas foram feitas pela aluna de iniciagdo cientifica Ana Luiza Zaccaro €

a etapa de caracterizag¢@o foi acompanhada por mim.
2) Caracterizagdo das Iscas:

2.1) Ensaio de Autoativagio:

Este ensaio tem como objetivo determinar se as iscas construidas ativam por si s6 0

gene repoérter LacZ (como descrito em Ausubel et al., 1999 e manual do sistema “Duplex-

A™ - yeast two-hibrid system” Origene).

2.2) Ensaio de Represséo:

Este teste tem como objetivo determinar se a isca que estd sendo expressa na
levedura tem a capacidade de entrar no niicleo da célula e se ligar aos operadores LexA

(como descrito em Ausubel ef al., 1999 e manual do sistema “Duplex-A™ - yeast two-

hibrid system” Origene).
2.3) Western Blot:

Realizamos o ensaio de expressio para verificar se as iscas estavam sendo expressas
em sistema de levedura. Extratos protéicos de RFY 206 transformadas com os plasmideos
das duas iscas foram obtidos € submetidos a um SDS-PAGE 13%, e bloqueadas com 5 %
de leite desnatado (Molico). Apos a corrida, as proteinas do gel foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose € a presenga da proteina de fusdo foi detectada com o anticorpo

anti-LexA (“Invitrogen™). A reag¢éo foi revelada com a solugfo reveladora do sistema ECL
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“Western blotting analysis system” (“Amersham”) e as membranas foram expostas a um

filme radiogréfico.
3) Varredura utilizando o sistema duplo-hibrido:

Para varrer uma mesma biblioteca com vérias iscas diferentes ¢ recomendado que
seja feito o acasalamento da cepa de levedura que expressa a isca com a cepa pré-
transformada com a biblioteca de cDNA (Ausubel ef al., 1999). Essa abordagem permite
varias varreduras, com diferentes iscas, de uma biblioteca transformada uma tinica vez com
alta eficiéncia na levedura e assim economizar tempo e material nesse passo da
transformagdo, que normalmente ¢ critico e limitante.

Oito colonias isoladas de leveduras da cepa RFY206 que contém o gene reporter
LacZ no vetor pSH18-34 e o vetor pGilda com a isca (NH; + Lil) expressa em fusfo com
LexA, foram transferidas para um Erlenmeyer de 250 mL estéril com 20 mL de meio
liquido seletivo glicose —ura —his e incubadas a 30°C sob agitagfio constante (240 rpm) por
16 horas. A densidade 6tica (DO) da cultura saturada foi medida no comprimento de onda
de 600nm. A cultura foi diluida para a DOspoum de 0,2 com meio liquido seletivo glicose —
ura —his e incubada a 30°C, sob agita¢do (240 rpm) até atingir a DOgoonm de 1,0. Trinta ml
da cultura na DOggonm 1,0 foram transferidos para tubo Falcon de 50 mL e centrifugados a
1500Xg por 5 minutos na temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o “peliet”
de leveduras foi ressuspendido suavemente para um volume final de 1000 pL com agua
deionizada estéril. Espera-se que neste passo tenhamos a concentragfo aproximada de 10°
células/mL.

A biblioteca de cDNA (construida pela Dr. Adriana F. Mercadante) de epitélio
olfatério subclonados no pJG4-5 inseridos na cepa EGY48 (que contém o reporter LEU2)
possui o tamanho aproximado de 2 X 10° (niimero de clones independentes). Para termos
uma varredura total da biblioteca teriamos que utilizar ao menos 2 X 10° clones da isca
(NH; + Lil). Entretanto, sabe-se que apenas 10% das leveduras irdo efetivamente realizar o
acasalamento (as cepas RFY206 ¢ EGY48 haploides se juntam para formar diploides). Para

obter uma varredura completa, utiliza-se 10 vezes mais leveduras RFY206 com isca € da
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biblioteca. Resolvemos varrer a biblioteca cinco vezes e por isso utilizamos cinqiienta
vezes mais da RFY206 com a isca NH; + Lil para a varredura de 10° clones da biblioteca.
Duzentos microlitros (2.10° cfu) da levedura RFY206 com a isca NH; + Lil foram
delicadamente misturados a 50 pL (10® cfu) da levedura EGY48 com a biblioteca em tubo
Eppendorf. A mesma quantidade da levedura RFY206 com a isca foi misturada com um
controle (biblioteca vazia, ou seja, leveduras EGY48 que continham o plasmideo pJG4-5
sem nenhum inserto). As misturas foram centrifugadas a 1500Xg por 5 minutos a
temperatura ambiente e ressuspendidas em 100 pL de meio liquido YPD. Esta suspensdo
de leveduras foi entfo plaqueada em meio solido de YPD e incubada a 30°C por 15 horas.
As leveduras que cresceram foram raspadas da placa YPD utilizando 1 mL de meio
liquido indutor galactose/rafinose —his —ura —trp com leucina. O conteudo liquido da
raspagem foi transferido para Elenmeyer de 1000 mL estéril contendo 100 mL de meio
liquido galactose/rafinose —his —ura —trp com leucina. A cultura liquida foi induzida por 6
horas a 30°C sob agitag@io constante (240 rpm) para a expressdo das proteinas de fuso.
Apds o periodo de indugdo, 30 mL da cultura foram transferidos para tubo Falcon de 50 mL
e centrifugados a 1500Xg por 5 minutos & temperatura ambiente. O pellet de leveduras foi
ressuspendido em 30 mL de agua deionizada estéril e novamente centrifugado nas mesmas
condigGes anteriores. O “pellet” foi ressuspendido para um volume final de 5 mL de agua
deionizada estéril. A DOgoonm de uma aliquota diluida 100X foi determinada e as
suspensodes de leveduras, referentes ao “mating” da isca NHz + Lil com a biblioteca e ao
mating da isca NH; + Lil com a biblioteca vazia (controle), foram diluidas para 10
células/mL. Utilizando esta diluigdo foram plaqueados 100 pL. em 20 placas seletivas
galactose/rafinose —his —ura —trp —leu para o acasalamento da isca NH; + Lil com a
biblioteca. Outras 20 placas seletivas semelhantes as anteriores foram utilizadas para o
plaqueamento de uma suspenséo diluida 10X do acasalamento da isca NH3 + Lil com a
biblioteca. Como controle, uma placa galactose/rafinose —his —ura —trp —leu foi utilizada
para plaquear o acasalamento da isca NH; + Lil com a biblioteca vazia. A atividade do
gene reporter Leu foi determinada através do monitoramento do crescimento das leveduras

neste meio seletivo durante o periodo de dois dias.
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3.1) Anélise das colonias Leu+ obtidas na varredura:

e Verificagido do reporter Lac-Z e dependéncia de galactose:

Durante a varredura, todas as coldnias (dipléides) que cresceram em meio seletivo
indutor (galactose/rafinose -ura -his -trp) sem leucina (possiveis candidatas de apresentarem
interagdes entre a isca e alguma proteina da biblioteca) foram repassadas para placas
contendo meio seletivo (-ura -his -trp) com glicose € com leucina. Apés 40 horas, essas
leveduras foram replicadas para as seguintes placas:

-glicose -ura -his -trp -leu

-galactose/rafinose -ura -his -trp -leu

-glicose -ura -his -trp + X-gal

-galactose/rafinose -ura -his -trp + X-gal

Durante 1-4 dias a 30°C, o crescimento € o desenvolvimento da cor azul destas colonias

foram monitorados.
3.2) PCR das colonias candidatas e digestdo com Hae III ¢ Hinf I:

As colbnias selecionadas apds o teste para verificar a dependéncia da interagdo por
galactose foram isoladas e colocadas, cada uma, em 50 pl de dgua destilada, deionizada.
Estas suspensdes foram entdo incubadas a 95°C por 15 minutos e posteriormente, 5 pl delas
foram usados como molde em uma reacdo de PCR. Nesta reacéo, oligos especificos que
flanqueiam o sitio multiplo de clonagem do vetor pJG4-5 foram usados para amplificar os

insertos, sdo eles:

- pJG4-5 fus (“forward”) 5" TCATGAAATTGAAGCGGATG 3’

-pJG4-5 (“reverse”)  5'GCCGACAACCTTGATTG3’
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As condi¢des da PCR encontram-se a seguir:

a) 95°C por 4min
b) 50°C por Imin 2 ciclos
¢) 72°C por 3min

d) 95°C por 30seg

e) 50°C por 30seg 40 ciclos
f) 72°C por 30seg + 1seg 'por ciclo

g) 72°C por 10min

h) 4°C temperatura constante (“soak temperature”).

Os produtos de PCR foram entdo duplamente digeridos com as enzimas de restrigdo

Hae III e Hinf I e os padrdes de digestdo foram analisados em gel de agarose 1,5%.

4) Seqiiénciamento e identificagdo dos insertos:

Foi feita uma gel-purificagdo das bandas correspondentes aos insertos (produtos do
PCR acima), utilizando-se o “kit Concert™ Gel Extraction Systems da GIBCO-Life
Technologies™. As bandas purificadas foram utilizadas para o seqiiénciamento dos insertos
(candidatos a ligantes das iscas). As seqii€éncias dos possiveis ligantes das iscas foram
" realizadas através de seqiienciamento automético, com o uso do reagente “BigDye”

(Applied Biosystems). Posteriormente, as identidades destas seqiiéncias foram obtidas com

a ajuda do programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
III) Hibridacao in situ
1) Preparagdo das sondas:

A seqiiéncia codificadora das proteinas identificadas no sistema de duplo hibrido,

foram - subclonadas no plasmideo PCR II (Invitrogen). Este vetor apresenta sitios
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promotores para a SP6 e T7 RNA polimerases (ver Fig. 6). O produto da liga¢do inserto-
vetor foi entdo precipitado (concentragdo do DNA e a retirada dos sais) para realizar a
transformagdo de bactérias eletrocompetentes da cepa DHS5a. Destas colonias foram
purificados os plasmideos (QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN). Os plasmideos dos
clones obtidos foram seqiienciados através de seqiiénciamento automatico, com o uso do
“BigDye” (Applied Biosystems), para verificar o direcionamento dos fragmentos
subclonados. Desta maneira podemos saber qual das RNAs polimerases (SP6 ou T7)
devemos utilizar para a sintese da sonda anti-sense ou sense.

Sabendo o direcionamento do inserto no vetor PCR I, estes plasmideos foram entéo
linearizados com enzimas de restrigio Not I ou Kpnl. A purificagdo das digestdes foi
realizada com o kit “Rapid PCR purification System” (GIBCO-Life Technologies), eluindo
com agua livre de RNAse (tratada com DEPC).

As sondas de RNA marcadas com digoxigenina foram feitas utilizando-se reagentes

(Roche) nas seguintes condigdes livres de RNAse :

" Até 13 microlitros de DNA molde ou volume suficiente para 1pg de plasmideo linearizado

Adicionar 2 pl de 10X tamp3o de transcri¢io

1
Adicionar 2 pl de mistura 10X concentrada de DIG RNA marcado p\'B LT‘ ©
_-‘.
(10mM ATP, 10mM CTP, 10mM GTP, 6,5 mM UTP, 3,5 mM DIG-11-UTP) ™® ' szqe o¢
ave

Adicionar 2 pl de SP6 ou T7 RNA polimerase (20 U/ul)

\_Adicionar 1 pul de inibidor de RNAse

Incubagdo a 37°C por 2 horas

Posteriomente, as sondas foram precipitadas seguindo o protocolo:

(b) Adicionar 2 pl de LiCl (4M)

(c) Adicionar 50 pl de etanol (gelado)

(d) Deixar por 30 minutos a -80°C

(e) Centrifugar a 16000xg por 15 min a 4°C

(f) Secar o pellet a temperatura ambiente por 5 min
(g) Ressuspender em 15 pl de H,O (“RNAse free”)
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Para a quantificagdo das sondas, 2 ul das sondas foram aplicados em gel de agarose

1,5%. Ao RNA eluido acrescentamos 20 pl de formamida e estocamos as sondas a —80°C.

2) Preparagdo das laminas do epitélio olfatorio de camundongo.

Os narizes de camundongos da linhagem C57BL6, de 3 semanas de idade, foram
dissecados ¢ embebidos em “OCT compound Tissue-Tek®” (Sakura®) e congelados & —
80°C.

Os cortes foram obtidos com espessura média de 16 um de narizes e realizados em
criostato (MICROM) a —20°C e coletados em laminas de vidro “SectionLock™ Slides” da

Polyscience,Inc que foram estocadas a —80°C.
3) Ensaio de Hibridagdo “in situ” (adaptado de Schaeren-Wiemers, 1993):

Em condigGes livres de RNAse, as laminas foram secas e fixadas por 10 minutos em
solugdo recém preparada de paraformaldeido 4% em 1X PBS (tampdo de fosfato salino).
As laminas foram lavadas 3 vezes, por um periodo de 5 minutos, em 1X PBS. Estas, entdo,
foram imersas em solugdo contendo 7 ml de trietanolamina em 600 ml de agua estéril
mantendo agitagg@o leve. Em seguida, 1,5 ml de anidrido acético foi acrescentado na solugio
onde as ldminas estavam imersas, incubando por 10 minutos para acetilar o tecido. As
laminas foram novamente lavadas (3 vezes) com 1X PBS por 5 minutos cada. O volume de
500ul de solugdo de hibridagfio previamente preparada com 50% de formamida; 5X SSC
(solug@o estoque); 5 X Denhardt’s € 250 pg/ml de “bakers yeast RNA” foi entdo adicionada
as laminas. Estas ficaram incubadas em placas de Petri umidificadas com 5X SSC por 2
horas a 72°C. As sondas foram aquecidas por 5 minutos a 85°C para linearizagdo €
adicionadas as laminas, incubando-as nas placas de Petri a 72°C por 12 horas.

Apds a hibridagdo das sondas com o RNA do tecido, as ldminas foram lavadas em
5X SSC a 72°C por 10 minutos (a partir deste momento, as condi¢des ndo precisam mais
ser livre de RNAse). A seguir, estas foram lavadas em 0,2X SSC a 72°C por 30 minutos (2
vezes) e uma vez em 0,2X SSC a temperatura ambiente por 30 minutos. Por fim, as ldminas
foram incubadas a 37°C em solugfo de 20 pg/ml de RNAse +10mM de Tris + 400mM de
NaCl por 30 minutos.
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A detecgdo imunologica foi realizada com o sistema “DIG Wash and Block Buffer
Set” (Roche Diagnostics). As laminas foram incubadas em 1X tampdo de lavagem (10X
acido maléico com 3% Tween) por 5 minutos; em 1X “blocking reagent” (10% Blocking
reagent em tampdo de acido maléico) em tampdo 1X 4cido maléico por 1 hora a
temperatura ambiente; em 1X “blocking reagent” em tampdo 1X 4cido maléico contendo
anticorpo anti-digoxigenina acoplado a enzima fosfatase alcalina (Roche Diagnostics) na
dilui¢do de 1:5000 por 1 hora. As laminas foram lavadas 3 vezes por 20 minutos com 1X
tampdo de lavagem. Apds isto, as laminas foram incubadas por 5 minutos em tampéo de
detecgdo (100mM Tris pH 9,5 + 100mM NaCl). Por fim, as ldminas foram incubadas em
solugdo de detecg¢do preparada com 10 ml de 1X tampio de detecgdo + 2,4 mg de
levamisole + 200 pl de NBT/BCIP (Roche Diagnostics).

O desenvolvimento de coloragdo puarpura nos tecidos foi monitorado durante o
periodo de 12 horas.

A reag@io foi interrompida em solugdo10 mM Tris pH 8,0 + 1 mM EDTA duas vezes
por 5 minutos. As ldminas foram lavadas em 4gua destilada por 5 minutos sendo os slides
montados com o uso de Gelvatol (alcool polivinilico e glicerol em solugdio 0.14M NaCl,

0.01M KH,PO4/ Na,HPO4, pH 7.2).
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RESULTADOS

(D) Construcéo dos vetores para expressio do OR M93 em levedura

1) Construgdo dos vetores (pUGs):

Utilizando a metodologia de PCR, foram obtidos dois fragmentos referentes ao gene
OR M93 (Fig. 8). No pUG23 o gene OR M93 foi inserido a “upstream” do gene yEGFP3
enquanto que no pUG34 o gene OR M93 foi inserido a “dowstream” do gene yEGFP3 (Fig.
9e10).

BIBLIOCTECA

- INSTITUTO DE QUIMICA
Universidade de Sao Paulo
~1200pb
~800pb

~400pb
~100pb

Fig. 8: Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR a partir de DNA
gendmico de camundongo, utilizando “primers” especificos para a regido de leitura do gene.
L= low DNA mass ladder da Life Techologies; 1= OR M93 sem stop codon; 2= OR M93

com stop cédon; 3= controle negativo.
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pUG23 B
6303 bps

Fig. 9: A) Mapa esquematico do pUG23. A seta indica o local onde o fragmento
correspondente ao gene OR M93 foi inserido no vetor. B) Representagdo do GFP fusionado a
extremidade carboxi terminal do OR M93. O tamanho predito do OR M93 ¢ de 30 kd e o do
GFP ¢é também de 30 kd.

B OR M93

pUG34

ANTAYA
6297 bps { } ]{J )
JoU U

Fig. 10: A) Mapa esquematico do pUG34. A seta indica o local onde o fragmento
correspondente ao gene OR M93 foi inserido no vetor. B) Representacio do GFP fusionado a

extremidade amino terminal do OR M93.

O produto da ligagdo foi transformado em E. coli DH5a. Colbnias contendo os
plasmideos de interesse foram selecionadas através de “Colony-PCR”. Foram purificados
os plasmideos de oito coldnias positivas para o “Colony-PCR”. As amostras 1A, 2A, 3A
(contém a construgdo OR M93-pUG23) foram digeridas com BamHI num periodo de 2h a
37°C (Fig. 11). As amostras 2B, 3B, 4B, 5B, 6B (contém a constru¢do OR M93-pUG34)
témbém foram digeridas com BamHI num periodo de 2h a 37°C (Fig. 12).
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~6000pb - - Vetor

~1000pb - - ORM93

Fig. 11 : Produto de digestdo (BamHI) dos clones contendo as constru¢des demonstradas na
figura 9. H= “high DNA mass ladder da Life Technologies”; 1A,2A 3A=0OR M93+pUG23.
ND= pUG23 nao digerido

-Vetor
~6000pb -

~1000pb - -ORM93

Fig. 12 : Produto de digestdo (BamHI) dos clones contendo as construgdes apresentadas na
figura 10. H= “high DNA mass ladder da Life Technologies™; 2B= OR M93 + pUG34; 3-8B=

idem ao anterior

Todas as amostras submetidas a digestfo liberaram o inserto correspondente ao OR
M93. Os clones 1A e 2B foram seqiiénciados para a confirmagio da seqiiéncia do gene OR
M93 e da fusdo deste com o GFP. Apenas a seqiiéncia do clone 2B se mostrou correta
enquanto que o clone 1A apresentou uma mutagfio em sua seqiiéncia resultando na troca do
aminodacido fenilalanina por uma leucina. Apesar da troca de um aminoacido, o clone 1A

mostrou-se corretamente fusionado ao GFP e entéo foi utilizado nos ensaios posteriores.
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2) Crescimento e analise dos vetores construidos (pUGs) em levedura.

Os clones 1A e 2B que contém respectivamente o pUG23 fusionado corretamente
ao OR M93 e ao GFP e o pUG34 fusionado corretamente ao OR M93 ¢ ao GFP foram
transformados na linhagem de levedura hapléide EGY48. Essas colonias de levedura foram
induzidas em meio sem metionina, para a expressdo da proteina OR M93 fusionado ao

GFP, e analisadas por microscopia de fluorescéncia (Fig. 13).

3) Analise da sublocalizagdo do OR M93 expresso em levedura.

As colonias de leveduras HHF2/YNLO30W foram crescidas segundo o protocolo
descrito anteriormente (Reynolds & Lundblad, 1999). Elas expressam uma proteina de
localizag¢do nuclear em fusdo com YFP, demonstrando um padrdo de fluorescéncia nuclear.
Para o esclarecimento da sublocalizagdo do OR M93 em leveduras, na (Fig. 14) pode ser
visto o padrdo de fluorescéncia de leveduras que expressam proteinas de conhecida

localizagdo subcelular.

Fig. 13: Anélise por microscopia de fluorescéncia das colonias EGY-48. A,B,C= EGY 48
transformada com o vetor pUG23. A= luz transmitida. B= EGY48 expressando o OR M93 em
fusdo com o GFP; C= EGY 48 expressando somente GFP. D,E,F= EGY 48 transformada com
o vetor pUG34. D= luz transmitida. E= EGY48 expressando o OR M93 em fusio com o GFP.
F= EGY 48 expressando somente GFP.
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1
Du, Y., Pypaert, M., Novick, P., Ferro-Novick, S. Auxlp/Swa2p is required for cortical endoplasmic

reticulum inheritance in Saccharomyces cerevisiae. Mol Biol Cell. 12(9):2614-2628, 2001.

Proszynski, T. J., Simons, K., Bagnat M. O-Glycosylation as a sorting determinant for cell surface delivery

in yeast. Mol Biol Cell. 15(4):1533-43, 2003

Fig. 14: Comparacdo dos padrdes de fluorescéncia. A= EGY48 transformada com o vetor
pUG23, expressando o OR M93 em fusdo com o GFP. B= EGY48 transformada com o vetor
pUG34, expressando o OR M93 em fusdo com o GFP; C= HHF2/YNLO30W expressando
Histona 4 em fusdo com YFP. D,E= Fotos retiradas das referéncias 1 e 2, respectivamente.
D= Linhagem de levedura SFNY1054 expressando Hmglp-GFP (proteina marcadora de
reticulo endoplasmatico cortical e perinuclear); E= Linhagem de levedura MBQ38

expressando Mid2p-GFP (proteina marcadora de membrana plasmaética).

(II) Varredura da biblioteca de epitélio olfatéorio de camundongo:
1) Construgéo e caracterizag@o das iscas:

As iscas construidas pela aluna de iniciagdo cientifica Ana Luiza foram: (NH3 +
Lil) que contém desde a regido do N-terminal do OR M93 até o final do “loop" interno 1; a

outra (Lil + Tm2) contém desde o inicio do "loop" interno 1 até metade do dominio
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transmembrana 2 deste mesmo receptor. Estas regides foram escolhidas, pois apresentam
seqiiéncias com alta identidade entre um grande nimero de membros da familia de ORs.
Também sabe-se que a regido N-terminal é importante para o endere¢gamento de proteinas
para a membrana. Apesar de ORs ndo apresentarem sequéncia peptideo sinal, eles podem
apresentar outro tipo de sequéncias na regido N-terminal importantes para seu
enderecamento para a superficie da celula.

Testes foram realizados para averiguar a expressdo correta das diferentes iscas
(como descrito por Ausubel ef al., 1999 e manual do kit “DupLex-ATM, yeast two-hybrid
system”, OriGene, www.origene.com); Varios controles foram feitos para verificar se, apds
a transformagéo em leveduras, as iscas que foram construidas: ndo estdo auto-ativando a
transcricdo dos genes reporteres (ensaio de autoativagdo), estdo indo para o nucleo e se
ligando aos operadores LexA (ensaio de repressdo) e se estdo realmente sendo expressas

(ensaio de western blot). A tabela II mostra os resultados destes testes realizados.



44

Tabela II: Caracterizagdo funcional das iscas construidas. (A) Representagdo esquematica do
ensaio de autoativagfo. Nesse ensaio a isca ndo deve ser capaz por si so de ativar a transcri¢do
dos genes repdrteres. Se a isca ativar a transcricdo do gene reporter sera descartada; (B)
Representagdo esquematica do ensaio de repressfo. Para a isca ser funcional, deve ser capaz
de entrar no nucleo da levedura e de se ligar ao sitio promotor para Lex A (ops) e esse
complexo impedir o recrutamento da RNA polimerase, ndo havendo a transcricdo do gene
reporter; (C) Ensaio de Western blot. A isca deve ser expressa de maneira estavel em levedura
¢ somente na presenga de galactose. O anticorpo anti-LexA foi utilizado para a detecgéo das
iscas, o pGilda (sem isca) foi utilizado como controle positivo. BIBLIOTEC A
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A isca NH; + Lil esta sendo expressa de maneira funcional enquanto que a isca Lil

+ Tm2 ndo foi detectada no ensaio de Western Blot. Dessa maneira, utilizamos somente a

isca funcional na varredura da biblioteca.
2) Varredura da biblioteca:

A isca NH; + Lil foi transformada na linhagem de levedura RFY206 Mat a. Os
cDNAs alvos oriundos da biblioteca de cDNA de epitélio "olfatério de camundongo
(construida com o6ligos dT em nosso laboratério pela Dr. Adriana F. Mercadante) foram
subclonados no vetor pJG4-5 e transformados na linhagem de levedura EGY 48 Mat a. As

duas linhagens opostas foram acasaladas seguindo o protocolo descrito em Ausubel et al.,

1999 (Fig. 15).
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Fig. 15: Anélise do acasalamento. A linhagem RFY206 contendo o vetor isca (proteina isca)

e o gene reporter LacZ foi acasalada com a linhagem de levedura EGY48 contendo o vetor

alvo e o gene reporter de leucina (LEU). Os diploides resultantes foram plaqueados em

meio sem Leucina (- Leu) para a selegdo dos alvos capazes de interagir com a isca. As

coldnias que cresceram em meio sem Leu foram entdo plaqueadas em meio seletivo para se

checar a ativacéo dos reporteres (Leu e LacZ) de maneira dependente de galactose.
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Dessa maneira, a varredura da biblioteca de cDNA de epitélio olfatério de
camundongo com a isca funcional foi realizada para a identifica¢do das proteinas alvo que

interajam com a isca. A tabela III resume alguns dados sobre essa varredura.

Tabela III: Resultados obtidos na varredura

Tamanho da biblioteca
(nmumero de clones
independentes)

1,95. 10%cfu

Numero de clones
varridos (ntimero de 107 cfu
clones da biblioteca

analisados)

Diploides Obtidos 9.10°

Clones analisados

(clones Leut) 94

Clones que expressaram
os dois genes reporteres 14
( Leu+ e Lac-z)

Foram obtidos 94 clones capazes de crescer em meio sem leucina (clones Leut).
Todos eles foram isolados e testados em diferentes meios para se checar a ativagdo do outro
gene reporter (Lac-Z) e a dependéncia da interagdo por galactose. Com esse teste foi
possivel detectar as coldnias falso-positivas, pois elas se comportam da seguinte maneira:
elas crescem em meio indutor (galactose), seletivo para os diploides (-ura, -his, -trp) e
seletivo para interagdes (meio sem leucina). Porém elas também cresceram nesse mesmo
meio, porém contendo glicose como fonte de carbono, ou seja, 0 seu crescimento no meio

sem leucina nfio é dependente da expressdo da isca e nem da proteina da biblioteca (ambas
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sO sdo expressas na presenca de galactose). Essa mesma coldonia também fica branca na
placa gal/raf —ura, -his —trp (com x-gal), indicando que o gene repdrter lacZ néo esta sendo
ativado.

Ja as colonias positivas (Leu+ e LacZ) sfo exemplos de clones que devem ser
analisados, pois podem conter um candidato de verdadeiro ligante da isca em questdo. Esse
tipo de coldnia cresce em meio indutor (com galactose) sem leucina; ndo cresce nesse
mesmo meio com glicose; ela s6 fica com a coloragdo azul quando o meio contendo x-gal
contém também galactose e ndo glicose.

Das noventa e quatro colénias Leu+ obtidas, quatorze apresentaram a ativag@o dos
dois genes reporteres analisados dependente de galactose (Fig. 16). E importante mencionar
que a intensidade da cor azul observada na placa gal/raf (+ X-gal) -ura, -his, - trp variou
muito nas diferentes col6nias (indicando provavelmente diferentes intensidades de

interag&o).

(A)

Fig. 16: Analise do reporter lacZ. Dos noventa e quatro clones positivos para o reporter
de leucina, apenas quatorze clones foram positivos para o reporter lacZ. Ou seja, eles
apresentaram coloragdo azul devido a a¢do da B-galactosidase expressa na presenca de

galactose (A) mas ndo na presenca de glicose (coloragdo branca) (B).

Em seguida, analisamos com maior detalhe as quatorze colOnias candidatas (a
maioria azul forte) para se ter uma idéia do que haviamos obtido. E importante ressaltar que

o clone 10 apresentou cor azul em ensaios anteriores, mas ndo quando repetimos o ensaio
(Fig. 16)
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4) Analise dos Clones Obtidos:

Os quatorze clones foram entdo usados em uma PCR para a amplificagdo dos
insertos contidos no vetor pJG4-5. O PCR identificou os insertos correspondentes as
proteinas que interagiram com a isca (Fig. 17).

Como pode ser visto, muitas delas apresentaram o mesmo tamanho (~1200pb) e
outras, possuiram peso molecular diferente. Alguns clones nfio apresentaram produtos de
PCR (Fig. 17, linha 5) ou pequenas quantidades deste (Fig. 17, linhas 6 e 8). Entretanto em
reagdes de PCRs posteriores, os clones 6 e 8 apresentaram quantidades suficientes de
produto amplificado para uma gel extragdo, embora o clone 5 por razio desconhecida néo

apresentara produto amplificado.

Com o objetivo de se determinar se as bandas de mesmo tamanho apresentavam a
mesma seqi€ncia, realizou-se uma digesto com as enzimas de restrigdo Hae III e Hinf I,
ambas reconhecedoras de sitios de quatro pares de base.

A andlise da dupla-digestio (Fig. 18) indica que apesar de algumas coldnias
apresentarem produtos amplificados de tamanhos semelhantes, estes ndo possuem o mesmo
padréo de clivagem. Desse modo € sugerido que os clones apresentam diferentes insertos

referente aos genes subclonados da biblioteca.
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Fig. 17: Eletroforese dos produtos amplificados por PCR com “primers” especificos para a regido
de leitura do gene. L= low DNA mass ladder da Life Techologies; (-) controle negativo= agua;

(+) controle positivo = pJG4-5 vazio (sem a biblioteca).

2000pb-
1200pb-
800pb-
400pb-

200pb-
100pb-

2000pb-
1200pb-
800pb-
400pb-

200pb-
100pb-

Fig. 18 : Mostra o produto da dupla digestdo (Hae Il e Hinf I) dos genes alvo anteriormente
amplificados. L=low DNA mass ladder



51

Treze clones foram seqiienciados e as seqiiéncias foram analisadas utilizando-se a

ferramenta BLAST (disponivel na pagina do NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) para se

determinar a identidade dos possiveis ligantes da regido N-terminal do OR M93, bem como
para verificar se a fusio estd em fase com a proteina lexA.

As proteinas identificadas estdo demonstradas na tabela V.

Tabela IV: Resumo das proteinas identificadas na varredura. Em vermelho estdo mostradas

as regides que estavam contidas nos clones obtidos.

Proteinas que interagiram Clones  Proteina (regido codificadora)  Fungdo ESTs
com o OR M93

1098 aminoacidos
A

Mus musculus HLA-B 1,7.9,10 pio esclarecida’”? 819
associado ao transcrito 3 —

(BAT-3/Scythe)

CD82= 261 aminoacidos
OAP-1= 253 aminoacidos

I\
Mus musculus 6,13 (CD82) _ familia de 32 membros™* CD82= 367
superfamilia

transmembrana 4 11 (OAP-1) diversas fungdes OAP-1= 509
(TM4);
membros: CD82 e OAP-1

202 aminoacidos

A

Mus musculus sindecan 8 — proteoglicano de superﬁcie5 302
(SDC2)

N
proteina zinc finger 2,3 oo
mus musculus repressor de GATA 4 Provav'el.s
mus musculus proteina inibitoria 14 > falsos positivos
da ativacdo (STAT-1)
mus musculus mitocondrial DNA 12

J

Referencias:

1) Manchen S. T. & Hubberstey A. V. Biochem Biophys Res Commun. 287(5):1075-82, 2001.

2) Banerji J., Sands J., Strominger J. L., Spies T. Proc Natl Acad SciU S _A. 87(6):2374-8.1990.
3) Hemler M.E. Annu Rev Cell Dev Biol. 19:397422, 2003.

4) Tiwari-Woodruff S. K., ef al. J. Cell Biol. 153(2):295-305, 2004.

5) Beauvais DM, Rapraeger AC.Reprod Biol Endocrinol, 2004.
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5) Analise das proteinas identificadas:

Quatro proteinas identificadas no sistema de duplo hibrido foram selecionadas como
provaveis candidatas a interagdo com a isca NH3-Lil. O sequenciamento e posterior analise
por BLAST, possibilitaram a identificagdo dos clones que expressaram cDNAs referentes a
mesma proteina. Foram entdo selecionados os clones 8, 9, 11, 13 correspondentes as
proteinas: Mus musculus HLA-B associado ao transcrito 3 (BAT-3/ Scythe), Mus musculus
superfamilia transmembrana 4 (membro CD82), Mus musculus superfamilia
transmembrana 4 (membro OAP-1) e Mus musculus sindecan (membro SDC2) (GenBank
accession numbers: BC026647, D14883, BC043072 ¢ BC047144); para os ensaios de
Hibridag8o “in situ”.

6) Hibridagdo “in situ™:

Com a finalidade de se verificar o padrdo de expressdo das proteinas identificadas,
realizamos hibridizagdes “in situ” no epitélio olfatéorio (OE) de camundongo de trés
semanas de idade. Assim, cortes coronais deste epitélio (16 um) foram hibridizados com
sondas de RNA “sense” e “antisense” marcadas com digoxigenina 11-UTP, preparadas a
partir de clones contendo fragmentos de DNA correspondentes as quatro proteinas
identificadas (Fig 19).
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Fig. 19: Hibridagdo in situ da cavidade nasal (OE) de camundongo da linhagem CBL57

com trés semanas de vida, utilizando sondas sense e antisense referentes as proteinas

identificadas no sistema de duplo hibrido. Controle positivo= OMP.

Na Fig 19, pode-se ver o padrio de marcagdo para cada uma das sondas no OE: a
SDC2 apresenta uma fraca marcagdo no epitélio. As proteinas BAT-3/Scythe e OAP-1
possuem sinais positivos nos neurdnios olfatérios, sendo que esta ultima apresenta
marcagdo mais especifica aos neurdnios olfatérios maduros. A CD82 apresenta marcagéo
em varios tipos celulares do epitélio, inclusive nos neurénios olfatdrios. Nenhum sinal foi
detectado com as sondas de RNA “sense” (usadas como controle negativo), exceto a sonda
sense referente a proteina SDC2. A sonda “sense” referente a proteina CD82 nfo
apresentou material suficiente para a hibridagdo “in situ”. A proteina OMP foi utilizada
como controle positivo, pois ela é uma proteina expressa somente nos neurénios olfatério

maduros.
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DISCUSSAO

Esta claramente relatada na literatura a dificuldade em se expressar o OR de
maneira funcional em sistemas heterélogos (McClintock & Sammeta, 2003). A retengdo do
OR no RE parece ser a principal causa da falha no trafego deste para a membrana
plasmatica (Gimelbrant ef al., 2001; Lu et al., 2003). A razdo pela qual os ORs nfo sdo
expressos de modo funcional em sistemas heterélogos ainda ndo € conhecida.

As seqiiéncias KDEL, KKXX e RKR quando fusionadas a proteinas de membrana
causam reten¢do destas no R.E. (Zerangue et al., 1999). Estes sinais sdo caracteristicos de
proteinas retidas no R.E. (Teasdale & Jackson, 1996). Estas seqiiéncias ndo foram
encontradas no OR M93. E relatado na literatura que proteinas acessérias especificas sio
requeridas para auxiliar proteinas GPCRs ou nio GPCRs, a adquirir uma conformagio
competente para exportagdo do RE (Herrmann et al., 1999). Por esse lado, acredita-se que
uma chaperona especifica olfatéria ou um cofator regulador seja necessario para a
maturagdo do receptor e seu correto trafego para membrana plasmatica. Entretanto, foi
sugerido também a hipétese de que a falha da expressdo funcional do OR em sistemas
heter6logos pode ser ocasionada pela auséncia de uma enzima de glicosilagdo especifica
que adiciona determinados agtcares ao OR (Katada et al., 2004). Sabe-se que a correta
glicosilagdo de proteinas no RE e Golgi ¢ necessaria para seu enderegamento para a
membrana plasmatica ou secregdo externa. Apesar desta hipotese ndo ser descartada, ainda
ndo foram identificadas na literatura tais enzimas especificas para a expressdo funcional de
outros GPCRs. Entdo a identificagdo de novas proteinas que interajam com os ORs € de
fundamental importancia para o estudo dos mecanismos moleculares envolvidos no
enderecamento dos ORs & membrana.

Neste trabalho investigamos a expresso do OR M93 a fim de estabelecer sua
localizagéio subcelular em levedura. O trafego intracelular ¢ a localizagdio das proteinas
podem ser eficientemente visualizados pela fusfo de um polipeptideo ao GFP (Niedenthal
et al., 1996; Walker et al., 1999). Nos utilizamos como modelo as leveduras, pois elas
apresentam tempo de geragdo curto (~2h), sdo de facil manipulagdo genética e fazem as
modificagbes pos-traducionais que séio essenciais para a funcionalidade das proteinas de

mamiferos (Sarramegna ef al., 2003).
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Para analisar a localizag8o subcelular do OR através da fusdo com GFP, as colonias
de levedura da linhagem EGY48 contendo o pUG23 ou o pUG34 subclonados com o OR
M93, foram induzidas na auséncia de metionina, pois o promotor MET25 (presente nos
pUGs) ¢ induzivel na auséncia de metionina (Mumberg et al., 1994). O GFP pode ser
fusionado na extremidade N-terminal ou C-terminal da proteina de interesse permitindo a
geragdo de proteinas fusionadas no qual a sua localizagdo subcelular pode ser detectada
pela microscopica de fluorescéncia em células vivas de leveduras (Niedenthal ef al., 1996).
Utilizando o microscopio de fluorescéncia, foi visto que a expressdo do OR M93 fusionado
a GFP, tanto na extremidade N-terminal (pUG34) quanto na extremidade C-terminal
(pUG23), revelou um padrido de fluorescéncia semelhante ao observado na expressdo de
proteinas marcadoras de RE cortical e perinuclear em levedura (Fig. 14). O reticulo
endoplasmatico pode ser divido em cortical e perinuclear, o cortical é constituido de
tubulos interconectados proximos a membrana e o perinuclear consiste de conexdes
tubulares em volta do envelope nuclear (Du ef al., 2001). O padréio de fluorescéncia visto
para o OR M93 assemelha-se ao do RE perinuclear. Esse resultado € interessante pois os
ORs ndo tem motivos conservados (seqiiéncias peptideo sinal) envolvidos na exportagdo do
RE (Zozylya et al., 2001; Ma & January, 2002). Entdo os mecanismos moleculares
envolvidos na translocagdo da cadeia nascente da proteina OR para o RE ainda
permanecem desconhecidos.

Portanto quando expressos em leveduras, os ORs também parecem ficar retidos no
RE, assim como ocorre quando eles sdo expressos em células de mamiferos (Gimelbrant et
al., 1999; Gimelbrant et al., 2001). Pajot-Augy et al. (2003) conseguiram expressar 0 OR
I7 de maneira funcional em leveduras, isto ¢, foi possivel obter a ativagdo deste receptor
com o odor esperado (heptanal, ver tabela I). Entretanto, os autores ndo demonstraram a
expressdo do OR na membrana plasmatica da levedura. Ndo mostraram também, se este
sistema € funcional para outros ORs. Logo a provavel retengdo do OR M93 no RE parece
impossibilitar um modelo em alta escala em levedura para a analise da intera¢io entre os
ORs e seus odores cognatos. Esse problema seria contornado com a identificagdo de
proteinas que possam enderecar o OR corretamente & membrana plasmatica.

A adigdo de uma seqiiéncia de rodopsina (os primeiros vinte aminoacidos) no N-

terminal, auxilia os ORs a serem expressos funcionalmente em células heterélogas
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(Krautwurst et al., 1998; Wetzel et al., 1999; Kajiya et al., 2001). Muta¢des no sitio de
glicosilagdo na extremidade N-terminal do mOR-EG fusionado a rodopsina, impede a
translocagdo deste OR para a membrana (Katada et al., 2004). A rodopsina ¢ um GPCR
encontrado em células fotoreceptoras e expressa de maneira eficiente em sistemas
heterologos. Mutagdes sitios dirigidas em aminoacidos constituintes da extremidade N-
terminal e loop externo II da rodopsina provocam uma grande reten¢do desta no RE em
células heter6logas (Sung ef al., 1991). Entio, a extremidade N-terminal pode também ser
importante para a translocagdo do OR para membrana plasmatica.

Com o intuito de identificar proteinas ligantes ao OR M93, noés realizamos a
varredura da biblioteca de cDNA de epitélio olfatério de camundongo, através do sistema
de duplo hibrido em leveduras. A isca utilizada na varredura foi a NH3-Lil, ja que ela foi a
unica que se mostrou funcional: ndo ativa os genes reporteres, vai para o nicleo e é
produzida corretamente. A isca Lil + Tm2 foi descartada, pois ela nfo esta sendo expressa
na levedura (Tabela II).

Através da varredura (“screening”) da biblioteca de epitélio olfatério com a isca
NH;-Lil obtivemos quatorze provaveis proteinas ligantes deste dominio em questdo, pois
observamos o crescimento de 14 clones nas placas Gal/Raff/CM —His -Ura -Trp -Leu e
coloragdo azul destas, nas placas Gal/Raff/X-gal/CM —His -Ura -Trp (colonias positivas
para os dois genes reporteres). Com o sequenciamento e a analise por BLAST dos clones
obtidos no sistema de duplo hibrido, foram identificadas quatro provaveis proteinas
diferentes ligantes do dominio (NH3-Lil) do OR M93.

Os falso-positivos (ver tabela I'V) sfo proteinas que geralmente sdo identificadas em
compartimentos celulares distintos do objeto estudado, no caso o0 OR. Como por exemplo,
as proteinas repressoras de fatores de transcri¢do e proteinas ligadoras de DNA, que se
encontram no nicleo € ndo na membrana plasmatica, onde se localizam os ORs.

Conhecendo a identidade das candidatas e as fungdes a elas atribuidas (Tabela IV)
foi possivel analisar se suas interagdes com ORs faziam sentido. Contudo, a confirmagio
destas interagOes através de outros métodos e a investigacdo de seus reais significados
bioldgicos precisam ser realizadas. Desta forma, um primeiro passo para essa confirmagio
e melhor caracterizag@o das interagdes obtidas foi a realiza¢cdo de uma hibridaggio “in situ”

em cortes do epitélio olfatério, com as sondas correspondentes as quatro proteinas
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identificadas. Como mostra a Figura 19, caracterizamos o padréo de expressdo de quatro
proteinas candidatas a interagir com o OR M93, sfo elas: SDC2, BAT-3/Scythe, OAP-1,
CD82. Todas as proteinas, com exce¢do da SDC2, apresentaram marcagéo ao longo de todo
epitélio, inclusive nos neurénios olfatérios maduros, que sdo as células nas quais os ORs
sdo expressos. Contudo a anélise por BLAST demonstrou que ESTs correspondentes a
essas candidatas nfo so exclusivamente expressas no sistema olfatorio (Tabela I'V), dessa
maneira essas proteinas provavelmente nio sio especificas de sistema olfatorio.

A SDC2 apresenta uma marcagdo muito fraca no epitélio olfatério (OE) enquanto
que a marcagdo “sense” da sonda apresenta marcagdo em vérios tipos celulares do epitélio,
inclusive nos neurdnios olfatérios. Uma hipétese levantada para tal fato, € a possivel
presenga de dominios conservados na sonda sense o que ocasionaria marca¢des de varios
tipo celulares. As proteinas sindecans sdo proteoglicanos de superficie celular e pertencem
a uma familia composta de quatro membros. E relatado na literatura que as sindecans estdo
relacionadas a fung¢fo de adesdo celular e sinalizagfo. Elas estdio expressas em vérios
tecidos, incluindo o cérebro (Beauvais & Rapraeger, 2004). A sindecan dois (SDC2) parece
exercer um papel critico na maturagdio de neurOnios pos-sinapticos do hipocampo
(Beauvais & Rapraeger, 2004). Entretanto a pouca marca¢io da SDC2 no OE revela a baixa
probabilidade de interagdo com o OR M93.

A proteina BAT-3/Scythe apresenta marcagéo especifica aos neurdnios olfatorios. O
gene que codifica a proteina BAT-3/Scythe foi identificado no cromossomo seis humano,
dentro do complexo de histocompatibilidade (MHC) (Banetji et al., 1990). Essa proteina é
rica em prolina e contém dois sinais de localizagdo nuclear (NLS) no carboxi-terminal
(Manchen et al., 2001). O papel dessa proteina como reguladora de apoptose é sugerida na
literatura, mas essa regulag¢do ainda nio é inteiramente compreendida (Wu et al., 2004). O
fato desta proteina apresentar dois NLS, sugerindo sua localizagio nuclear, parece descartar
a possibilidade de intera¢do com o OR M93, pois este se localiza na membrana plasmatica
dos neurdnios olfatorios.

Dois membros da familia tetraspaninas foram encontrados no sistema de duplo
hibrido. Essa familia contém quatro dominios transmembranas, possui 32 membros que

exercem diversas fungGes e séo expressos em varios tecidos (Hemler, 2003). As proteinas
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da familia tetraspaninas sdo caracterizadas por conter quatro o hélices transmembréanicas ¢

duas algas extracelulares (Fig. 20).
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Extraido de Yunta, M., Lazo, P. A. Cell Signal. 15(6):559-64, 2003.

Fig. 20: Representagdio da estrutura consensual da proteina da familia tetraspanina. Os
residuos indicados pela porcentagem dentro do circulo, sdo conservados na maioria das
proteinas tetraspaninas e contribuem para a identificacio desta familia. EC= loops
extracelulares 1 e 2. A extremidade amino terminal e carboxi terminal estéo localizadas no

citoplasma.

As tetraspaninas interagem com diferentes tipos de proteinas, como: as integrinas,
receptores de membrana (por exemplo, receptores de fatores de crescimento), moléculas
envolvidas na transdugdo de sinais, moléculas do complexo MHC; ou elas podem interagir
com outras proteinas tetraspaninas. Essas interagdes podem formar complexos
multimoleculares na superficie celular chamado de “tetraspanin web”. E sugerido que esse
complexo possa auxiliar na organiza¢do de proteinas na membrana plasmatica (Yunta &
Lazo., 2003; Le Naour et al., 2004). O membro OAP-1 esta expresso em diversos tecidos,
no cérebro ele estd presente nos oligodendrocitos (células da glia) como um dos
componentes da mielina. E sugerido que o complexo OAP-1, OSP/Claudin-11 e a integrina

B estejam envolvidos na regulagio da proliferagio e migragdo dos oligodendrocitos
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(Tiwari-Woodruff et al., 2004). Na literatura foi descrita a intera¢do entre a proteina da
familia M 10 pertencente a classe Ib do complexo principal de histocompatibilidade (MHC),
a microglobulina-B2 (B2m) e os receptores de feromonio da familia V2R (um GPCR), na
superficie do dendrito do neur6nio. Essa interagdo parece exercer um papel essencial no
trafego e estabilizagdio do V2R & membrana plasmatica do dendrito do neurdnio sensorial
(Loconto et al., 2003). Sendo assim, como apresenta quatro dominios transmembranicos e
possivelmente localiza-se na membrana dos neurénios, e por ter apresentado uma marcagédo
mais especifica aos neurdnios olfatérios maduros, a proteina OAP-1 é uma forte candidata
em estar envolvida no enderecamento celular e estabilizagdo dos ORs na membrana
plasmatica. Serd interessante verificar se a OAP-1 esta presente nos cilios dos neurdnios
olfatérios juntamente com os ORs. A proteina CD82 foi outro membro da familia
tetraspaninas identificado no ensaio do sistema de duplo-hibrido em levedura. Esse membro
esta envolvido com a fungfio de adesdo celular e é sugerido que ele tenha um papel na
supressdo de metastases. Esse membro apresenta intensa marca¢do em todos os tipos
celulares presentes no epitélio olfatéorio (OE): células de suporte, neurdnios olfatérios
maduros e imaturos. Por ter sido encontrado em varios tipos celulares do OE, pode ser que
a CD82 possa estar envolvido numa fungdo mais geral do que no enderegamento correto do
OR.

Os dois membros encontrados no ensaio do sistema de duplo hibrido em levedura
(OAP-1 e CD82) por pertencerem a familia de proteinas tetraspaninas sfio candidatos a
interagdo com o OR M93, pois estdo envolvidos na fungdo de adesdo celular e formam
complexos denominados de “tetraspanin web” que podem estabilizar proteinas na
membrana plasmatica.

Vale comentar que intensidades variaveis de marcagfdo foram obtidas na hibridag¢&o
“in situ” com as diferentes sondas. Isso pode corresponder diretamente ao nivel de
expressdo dos mRNAs das proteinas identificadas, mas também pode ser devido a
variagdes na eficiéncia de hibridagdo das diferentes sondas.

O conhecimento de novas proteinas que auxiliem no correto dobramento ou
enderecamento do OR a membrana, trarfio valiosas informagdes para o estabelecimento de

um sistema funcional de expresséo heteréloga dos ORs, possibilitando assim, a elucidagéo
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do codigo olfatério, ou seja, o conhecimento de todos os odores cognatos aos ~1000 ORs

existentes.

CONCLUSOES

1) Tanto a expressdo do OR fusionado a GFP na extremidade N-terminal (pUG34)
como na extremidade C-terminal (pUG23) em levedura, apresentaram um padrdo de
fluorescéncia semelhante ao observado na expressdo de proteinas marcadoras de RE
cortical. Entdo, este trabalho sugere que a expressdo dos ORs ocorre de maneira nfio
funcional em levedura. A levedura pode ser utilizada como um modelo para se desenvolver
um sistema heter6logo para ORs, por exemplo através do seguinte protocolo: a) co-
expressar uma biblioteca de cDNA de epitélio olfatério de camundongo com o OR M93
fusionado a GFP em sua extremidade N-terminal; b) analisar a sublocalizagdo do OR
nessas leveduras, utilizando um anticorpo anti-GFP e FACS; ¢) isolar as leveduras que
apresentarem marcagdo do anticorpo, sugerindo a presenga do OR M93 na membrana
plasmatica; d) identificar e analisar a proteina candidata a auxiliar o correto enderegamento
do OR a membrana.

2) A varredura da biblioteca de epitélio olfatorio com a isca NH3-Lil, utilizando o
sistema de duplo hibrido em levedura, identificou quatro provéveis proteinas diferentes
ligantes dos dominios: N-terminal, transmembrana 1 e loop interno 1 do OR M93.

3) A andlise através da técnica de hibridagdo in siru resultou na indicagio da
proteina OAP-1 como possivel candidata em estar envolvida no enderecamento celular e
estabilizagdio do OR na membrana plasmatica.

4) Proteinas que interagem com ORs identificadas através do método de duplo
hibrido poderdo ser analisados qlianto a sua capacidade de auxiliar no enderegamento

funcional de ORs para a membrana tanto em levedura quanto em células de mamiferos.
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