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RESUMEN 

El receptor para feromona ex (Ste2p) de la levadura Saccharomyces 

cerevisiae pertenece a la familia de receptores de siete hélices 

transmembranales acoplados a proteínas G; estas hélices transmembranales son 

conectadas por tres asas intracelulares y tres asas extracelulares. La unión de la 

feromona ex al receptor, activa a la proteína G heterotrimérica, causando un 

cambio del nucleótido GDP por GTP en la subunidad Gex. esta unión de GTP en la 

subunidad Gex libera a las subunidades G~y, las cuales a su vez activan una 

cascada de cinasas que generan una serie de respuestas celulares que preparan 

a la célula para el apareamiento, estas respuestas celulares incluyen: La 

interrupción del ciclo celular en la fase G1, cambios en la morfología celular (forma 

de pera, que le permite a la célula elongarse hacia la otra célula para su posterior 

fusión), y la inducción de genes que intervienen en la formación de la célula 

diploide, entre ellos el gen FUS1. 

Los dominios funcionales del receptor para la feromona ex son similares a 

los dominios de otros receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), pero los 

GPCRs no tiene secuencias de aminoácidos consenso que permitan identificar los 

aminoácidos importantes para su funcionamiento; en el presente trabajo se 

describe la caracterización de ocho mutantes del receptor con solo una 

substitución de aminoácido, de las cuales tres presentaron un fenotipo similar al 

receptor silvestre y cinco fueron diferentes fenotípicamente al receptor silvestre en 

cuanto a: la actividad de interrupción del ciclo celular, la disminución en la 

activación del gen FUS1 y defectos en el apareamiento. De las ocho mutantes 

mencionadas, la mutante 8L4 con una substitución de asparagina por serina en 

la posición 388 localizada en la región carboxilo terminal, mostró cierta deficiencia 

en los ensayos de interacción con las subunidades ex y rl de la proteína G. 

Además esta mutante mostró deficiencia en la inducción del gen FUS1, en el 

apareamiento y en la interrupción del ciclo celular. Sin embargo, en los ensayos de 

unión a la feromona, los resultados fueron muy similares a los mostrados para la 



cepa con el receptor silvestre. Estos resultados nos indican que la región 

carboxilo terminal del receptor Ste2p es importante para el acoplamiento con la 

proteína G. 



ABSTRACT 

The a-factor pheromone receptor (Ste2p) of the yeast Saccharomyces 

cerevisiae belongs to the family of G protein-coupled receptors (GPCRs) that 

contains seven transmembrane helices that are connected by intracellular and 

extracellular loops. 

The functional domains of the a-factor receptor are also similar to others 

GPCRs. However GPCRs do not contain a significant sequence similarity that 

could lead to the identification of the functionally important residues. In spite of this 

lack of sequence similarity, any mammalian GPCRs could activate the feromone 

signal pathway when expressed in yeast. Here we describe the characterization of 

new eight mutant, forms of Ste2p, three were phenotypically similar to the wild 

type, the others five showed defects in the reduction of growth arresting activity, 

diminished activation of FUS1 gene and defects in mating. Interestingly, the mutant 

8L4 presented a substitution of asparagine residue by serine at position 388 in the 

C-terminal domain. The protein interaction assays showed that this substitution 

affected the physical association with both the Gpa1 and Sfe4 subunits of the G 

protein. The ligand affinity and receptor number were tested in binding assays 

resulting in similar receptors number and affinity were to the wild type. Data from 

protein interaction and binding assays support that the C-terminal of Ste2p 

receptor plays a role in transmitting the stimulus of the mating pheromone to the 

heterotrimeric G protein. 
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1. INTRODUCCiÓN 

1.1 Ciclo sexual de Saccharomyces cerevisiae. 

Saccharomyces cerevisiae tiene 17 cromosomas en la célula haploide, los 

cuales se duplican para permitir la formación de dos células hijas a partir de una 

célula madre con un contenido idéntico de ADN. Este proceso consta de cuatro 

fases: la fase S que consiste en la replicación del ADN, la fase M o mitosis que es 

la fase de división nuclear y citocinesis. Estas dos fases están separadas por dos 

periodos de crecimiento; en la fase G1 la célula se prepara para la duplicación del 

ADN y en la fase G2 se prepara para su crecimiento (Herkowitz, 1983). 

Saccharomyces cerevisiae presenta tres tipos celulares distintos que tienen un 

papel muy importante dentro del ciclo sexual de la levadura, el tipo celular a y a; 

ambos son haploides y tienen la capacidad de fusionarse y aparearse para dar 

lugar al tercer tipo celular ala diploide. El tipo celular de las células haploides 

está determinado por información genética presente en el locus MA T. Las células 

a solo expresan genes a, los cuales en las células a se encuentran reprimidos y 

los genes a solo se expresan en las células a y se reprimen en las a, las células 

diploides ala tienen MAT a y MA T a, pero a pesar de tener los dos loci, no 

expresan los genes que expresan las células haploides (Hartig y col., 1986; 

Burkholder y Ha rtwe 11 , 1986). 

Las células haploides a y a se pueden conjugar para formar un diploide; esta 

cruza ocurre porque los tipos celulares haploides liberan unos péptidos pequeños 

llamados feromonas o péptidos de apareamiento, el tipo celular a secreta un 

péptido de trece amino ácidos llamado feromona a y el tipo celular a libera un 

péptido de catorce aminoácidos que se llama feromona a. Estos péptidos de 

apareamiento reconocen a la célula de tipo opuesto debido a la presencia de 

receptores específicos en la membrana plasmática de cada tipo celular, 

denominados Ste2p en las células a y Ste3p en las células a. La célula responde a 

este estímulo e inicia una serie de respuestas que dan lugar a la formación de un 

gameto. Los gametos son células en las que el Ciclo celular se ha interrumpido en 

(, 



1.2 Sistema de transducción de señales en respuesta a las feromonas 

sexuales. 

La cascada de señalización en respuesta a las feromonas de apareamiento 

se inicia con la unión de las feromonas sexuales secretadas por los tipos 

celulares haploides a ó a a su receptor específico Ste2 o Ste3, respectivamente, 

los cuales tienen la capacidad de transducir la señal generada con la unión de la 

feromona a una respuesta intracelular, vía la acción de una proteína 

heterotrimérica llamada proteína G, por su capacidad de unir nucleótidos de 

guanina (Dholman y col., 1991). En ausencia de la feromona, la proteína G se 

encuentra en forma trimérica, con un GDP unido a la subunidad a (Scg1 p). La 

unión de la feromona al receptor causa el cambio de nucleótido de GDP por un 

GTP, y a su vez la disociación de las subunidades ~ y y (Ste4p y Ste18p, 

respectivamente), las cuales se separan de la subunidad a como un dímero 

(Dietzel y Kurjan, 1987; Whiteway y col., 1989 ).Una vez liberado el complejo ~y, 

este activa una cascada de MAP cinasas, la cuál está mediada principalmente por 

las proteínas Ste5p y Ste20p, que corresponden al efector. Existen otras 

proteínas que pueden tener un papel en la transducción de señales, pero no 

limitan la activación de la cascada de MAPK como es el caso de Ste5p y Ste20p. 

El orden de funcionamiento de estas dos proteínas no está bien entendido, pero 

hay información acerca del mecanismo de transducción para cada una de ellas 

(Kurjan, 1993, Gustin y col., 1998). Varias evidencias sugieren que Ste5p es la 

proteína que estimula a la cascada de MAP cinasas, y por ensayos de doble 

híbrido y experimentos de coprecipitación se ha demostrado que se asocia con la 

MEKK (Ste11 p), MEK (Ste7p) y MAK (Fus3p) (Choi y col., 1994; Kranz y col., 

1994; Marcus y col., 1994; Printen y Sprague, 1994). En la ruta de transducción de 

señales activada por la feromona, además de Ste5p la subunidad ~ requiere de la 

Ste20p para la fosforilación de Ste11 p (Herskowitz, 1995). Como ya se mencionó 

anteriormente, estas proteínas son importantes para estimular a la cascada de 

MAP cinasas que está compuesta por Ste11 p que es un miembro de la familia de 

MEKK que fosforila y activa a la proteína Ste7p (que es de la familia de las MEK), 



Ste7p a su vez fosforila a las MAPKs Kss1p y Fus3p. Una vez fosforiladas Kss1p 

y Fus3p fosforilan y activan a Ste12p, el cuál es un activador transcripcional 

(Neiman y Herskowitz, 1994; Gartner y col., 1992; Elion y col., 1993). 

Ste12p está en asociación con un factor general MCM1 que activa la 

transcripción de genes en respuesta a feromona; los genes en respuesta a la 

feromona tienen corriente arriba secuencias de reconocimiento llamadas "PRE" 

(del inglés pheromone response element), con la secuencia nucleotídica en 5' 

ATGAAACA 3', que corresponde al sitio de unión para el Ste12p (Sprague y 

Thorner, 1992). Cuando las células son expuestas a la feromona, el Ste12p es 

rápidamente fosforilado y se une cooperativamente a múltiples secuencias de 

reconocimiento "PRE" que se encuentran en "tandem" (Oolan y col., 1989). Entre 

los productos de esos genes transcritos por la activación de Ste12p se encuentran 

las proteínas necesarias para la fusión celular (Fus1 p), y para la fusión nuclear 

(Kar4p) las cuales son importantes para la conjugación de los gametos y la 

formación de la célula diploide (McCarffrey y col., 1997; Kurihara y col., 1996) 

(Fig. 2). 
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Fig, 2 Ruta de las MAP cinasas en respuesta a feromona a en la levadura 

Saccharornyces cerevisiae, 
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1.3 Receptores acoplados a proteína G. 

Los receptores para las feromonas sexuales Ste2p y Ste3p pertenecen a la 

superfamilia de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), que son proteínas 

integrales de membrana y tienen siete dominios transmembranales. Existen 

alrededor de 2000 receptores acoplados a proteínas G reportados desde que se 

clonó el receptor de opsina de bovino en 1983 y el receptor p- adrenérgico en 

1986; esto se explica fácilmente por la rica diversidad y complejidad tanto 

estructural como funcional de la proteína G (Ji Y col., 1998). 

Estos receptores se han clasificado dentro de subfamilias de acuerdo con 

la homología en su secuencia de aminoácidos, a la estructura del ligando y su 

función. El grado de homología que existe entre los miembros de una misma 

subfamilia puede ser alto, pero si la comparación se realiza entre miembros de 

diferentes subfamilias este disminuye significativamente o incluso puede ser nulo 

(Ji 1998). El receptor para la feromona CI. Ste2p de Saccharomyces cerevisiae no 

pertenece a una subfamilia en particular y se le ha clasificado dentro del apartado 

de misceláneas, por no tener homología en su secuencia de aminoácidos con los 

demás receptores (Ji y col., 1998; Peroutka, 1994; Alexander y Peters, 1998). 

Los GPCRs muestran una estructura similar; el extremo amino es 

extracelular y el extremo del carboxilo es intracelular; tienen siete hélices 

transmembranales conectadas por tres asas extracelulares y tres intracelulares. 

Estos receptores se encuentran en una amplia variedad de organismos y su 

función es la de transmitir la señal al interior de la célula mediante su interacción 

con la proteína G heterotrimérica, a través de una ruta común, la cuál se inicia por 

la unión del agonista a su receptor específico (Watson y Arkinstall, 1994; Strader y 

col., 1994). 

1.3.1 Estructura general 

Las gráficas de hidropatía sugieren que todos los miembros de esta familia, 

tienen siete dominios transmembranales hidrofóbicos de 20 a 27 aminoácidos de 

largo, los cuales forman ex-hélices. Los estudios de digestión, con proteasas e 

111 



inmunotransferencia de los fragmentos, han puesto en evidencia que el extremo 

amino se localiza extracelularmente (7-595 aminoácidos) y el extremo del 

carboxilo se localiza intracelularmente (12-359 aminoácios). Está bien 

demostrado que los receptores presentan tres asas extracelulares y tres asas 

intracelulares, las cuales varían de 5 a 230 aminoácidos de extensión (Ji y col., 

1998) La figura 3 muestra el esquema del receptor Ste2p de Saccharomyces 

cerevisiae, el cual presenta una estructura muy similar a la descrita para otros 

receptores. 

Fig. 3 Esquema del receptor Ste2p de Saccharomyces cerevisiae. 

Las hélices transmembranales del receptor bacteriorodopsina, rodopsina y 

receptores adrenérgicos están orientadas de la hélice 1 a la 7 en contra de las 

manecillas del reloj, y arregladas de esta manera, las hélices 2, 3, 5, 6 Y tal vez la 

hélice 7, quedan hacia el centro, mientras que las hélices 1 y 4 quedan más 

expuestas hacia la bicapa lipidica, lo cual coincide con los dominios importantes 

para la unión del ligando. De la misma manera se encuentran arregladas las 

hélices 1 y 4 en los receptores de secretina, ya que están más expuestas a la 

11 



cara Iipídica, mientras que la hélice 3 es la menos expuesta. Esta orientación es 

importante para entender el mecanismo molecular de unión del ligando y 

activación del receptor; los cruces transmembranales tienen residuos polares y 

están considerados como un dominio hidrofílico. Se ha propuesto que los puentes 

de hidrógeno son el principal factor para mantener la estructura tridimensional de 

la proteína (Peyroula y col., 1997; Tams y col., 1998) 

Otro factor muy importante para la estabilidad de las proteínas son los 

puentes disulfuro; los receptores acoplados a proteínas G tienen un número 

conservado de cisteínas, que parecen jugar un papel muy importante dentro de la 

estructura del receptor. Existen dos cisteínas altamente conservadas en algunos 

receptores, una de ellas en la primera asa extracelular y la otra en la segunda asa 

extracelular, en el receptor ~2-AR estas son críticas para que el ligando se una de 

manera normal y para la expresión correcta en la membrana celular (eouet y col., 

1996; Zhang y col. 1996). El receptor Ste2p de Saccharomyces cerevisiae es una 

glicoproteína de 431 residuos de aminoácidos la cuál tiene dos residuos de 

cisteína, uno en la posición 59 y el otro en la posición 252; ambos han sido 

reemplazados por mutagénesis dirigida sin alterar la función del receptor, lo que 

indica que las cisteínas en este receptor no son importantes para su estructura 

(Dohlman y col., 1991). Por otro lado, la mutación de la prolina 258 localizada en 

la hélice transmembranal 6 causó una torsión en esta hélice, pero no afectó la 

estructura general del receptor, sin embargo, lo llevó a una activación 

constitutiva (Konopka y col; 1996). 

1.3.2 Unión del ligando 

Para la mayoría de los receptores, los dominios involucrados en la unión 

del ligando, son las asas extracelulares, el dominio N-terminal y las hélices 

transmembranales. Los ligandos de bajo peso molecular se unen dentro del centro 

hidrofóbico formado por las ex-hélices de los cruces transmembranales, mientras 

le 



que los péptidos y las proteinas se unen en el extremo amino terminal y en las 

asas extracelulares (Wess, 1997; Schwartz y Rosenkilde, 1996). 

Los dominios más ampliamente estudiados para la unión del ligando son 

los del receptor para rodopsina; el blanco para la unión de su ligando, el 11-cis 

retinal, está formado por residuos muy conservados de las hélices 3,5 y 6, este se 

une covalentemente al receptor y es convertido de un antagonista a un agonista 

durante la absorción de luz (Shieh y col., 1997). Los sitios de unión para el 

receptor 132-adrenergico y de receptores homólogos para ami nas biogénicas se 

localizan entre las hélices transmembranales y participan principalmente los 

residuos mas hidrofóbicos; los sitios de unión forman hendiduras las cuales son 

accesibles al agua, extendiendose de la superficie extracelular al dominio 

transmembranal del receptor (Javitch y col., 1997). En el receptor Ste2p de 

Saccharomyces cerevisiae no se conoce un dominio completo para la unión de la 

feromona a, pero hay reportes de residuos aislados, los cuales son importantes 

para esta función. Por medio de mutagénesis al azar de todo el receptor, 

obtuvieron la mutante F55V, localizada en la primera hélice transmembranal y la 

mutante S219P, localizada en la sexta hélice transmenbranal, estas mostraron 

una deficiencia de diez veces menos con respecto a la cepa silvestre para unir 

feromona, cabe mencionar que estos dos residuos de aminoácidos se localizan 

cerca de las asas extracelulares. Por otro lado se reportó que la fenilalanina 204 y 

la tirosina 266 son importantes para la unión del ligando, ya que al sustutir la 

fenilalanina por una serina (F204S) y la tirosina por una cisteína (Y266C), las 

mutantes mostraron deficiencia para unir feromona, todo esto sugiere que en este 

receptor, las asas extracelulares, así como la cara extracelular de las hélices 

transmembranales forman un dominio común para la unión del ligando. (Dosil y 

col., 1998, Abel y col.,1998). 

1.3.3. Activación del receptor. 

En la activación de los receptores están involucrados cinco pasos: 1. la 

creación de la señal por absorción de un fotón o por la unión del ligando; 2. la 
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transducción de la señal a través de la membrana; 3. la interacción del receptor 

con la proteína G; 4.- la activación de la proteína G y 5. generación del segundo 

mensajero o activación del sistema efector. Se ha demostrado que en este 

proceso de activación el receptor sufre una serie de cambios conformacionales 

que involucran movimientos de las hélices transmembranales 3 y 6, además 

existen estudios en el receptor de rodopsina, que demuestran que la simple 

rotación de las hélices transmembranales mantienen constitutivamente activo al 

receptor (Farrens y col.,1996; Javitch y col., 1997). Los análisis de algunas 

mutantes han mostrado que los dominios transmembranales del receptor para la 

feromona ex están organizados de manera similar a la de otros GPCRs. 

Recientemente se reportó que los residuos de prolina 258 y serina 259 

localizados en la hélice transmembranal 6, son importantes para la activación del 

receptor, ya que la mutación de estos residuos por leucina causaron una 

activación constitutiva del receptor (Konopka y col., 1996; Stefan y col., 1998). Así 

mismo se reportó que los residuos de glutamina 253 y serina 254 también 

localizados en la sexta hélice transmembranal están involucrados en interacciones 

intramoleculares con las hélices transmembranales 7 y 4, activando de esta forma 

al receptor (Dube y Konopka, 1998). Todos estos datos identifican a la hélice 

transmembranal 6 como un dominio importante para la activación del receptor, 

esta activación expone a la tercera asa intracelular del receptor, que a su vez esta 

asa activa a la proteína G trimérica (Bukusoglu y Jenness, 1996). 

1.3.4. Acoplamiento con la proteína G. 

Los receptores de esta familia transducen señales extracelulares al interior 

de la célula, a través del acoplamiento con la proteína G heterotrimérica 

localizada en la cara interna de la membrana plasmática (Guderman y col., 1997; 

Neer, 1995). 

Algunos estudios de estos receptores han revelado que sus asas 

citoplásmicas, determinan la selectividad por la proteína G, pero su especificidad 

no solo depende del reconocimiento de esa secuencia de aminoácidos. sino 
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también de la participación de otras regiones citoplásmicas. Por otro lado, el 

extremo carboxilo de la subunidad a y parte de la hélice as de la proteína G, son 

sitios importantes de interacción con el receptor, pero el extremo carboxilo de la 

subunidad a en muchas de las proteínas G, es el que define la especificidad de 

esta interacción (Dolhman y col., 1991). 

El análisis de receptores adrenérgicos híbridos establecieron la importancia 

de la tercera asa citoplásmica y las porciones transmembranales vecinas para la 

selectividad y el reconocimiento de la proteína G. Además de las asas 

citoplásmicas, las hélices transmembranales 5, 6 Y 7 han sido implicadas en el 

acoplamiento de la proteína G (Guan y col., 1995). 

A la fecha varios grupos de investigación se han dado a la tarea de estudiar 

la funcionalidad de la tercera asa citoplásmica del receptor Ste2p de S. cerevisiae 

y se han llegado a varias conclusiones; una de ellas es que puede ser un dominio 

multifuncional que influye en el proceso de activación del receptor, en la 

discriminación del ligando y en la internalización (Stefan y Blumer, 1994). Además 

se sugiere que esta asa tiene interacciones físicas y se acopla con la proteína G 

(Clark y col., 1994; Bukusoglu y Jenness, 1996). 

En general, un cambio en la conformación de los dominios citoplásmicos 

del receptor pueden afectar el acoplamiento del receptor con la proteína G y traer 

como consecuencia la inactivación o activación de la ruta de señalización. 

1.3.5. Desensibilización e internalización del receptor. 

La regulación de los receptores acoplados a proteínas G requiere de un 

balance entre los mecanismos que encienden y apagan la cascada de 

señalización. Un mecanismo común por el cual los receptores acoplados a 

proteínas G pueden ser regulados, es a través del desacoplamiento del receptor 

con la proteina G, seguido de la fosforilación del receptor; este proceso llamado 

desensibilización esta mediado por cinasas de proteínas dependientes de 

segundos mensajeros o cinasas de receptores acoplados a proteínas G (GRKs) Y 
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ocurre en segundos o minutos después de que el receptor sea estimulado por el 

agonista. (Zhang 1997). 

Se ha descrito que los receptores de esta familia tienen sitios potenciales 

de fosforilación en la tercera asa citosólica y en la región del carboxilo, y existen 

evidencias que muestran que la desensibilación se debe a la fosforilación de los 

receptores por los GRKs. Una de estas evidencias es la coexpresión de GRKs 

con receptores, la cuál tuvo como resultado el aumento en la desensibilización de 

los receptores; además, la remoción o mutación de los sitios para la fosforilación 

en los dominios citoplásmicos disminuyó la desensibilización del receptor; sin 

embargo, también hay evidencias de que la fosforilación dada por los GRKs 

sirve para disminuir la señal sólo cuando el receptor es activado por el agonista, 

y aumenta la afinidad del receptor por arrestinas citosólicas (Zhang 1997; Krupnick 

y Benovic, 1998). 

En la mayoría de los receptores acoplados a proteínas G, el mecanismo 

principal mediante el cuál se desensibilizan estos, es un proceso que consiste en 

dos pasos, el primero es la unión de una GRK (cinasa de receptores acoplados a 

proteínas G) en la región del carboxilo terminal y posteriormente la unión de una 

arrestina, la cuál va ayudar a que se lleve a cabo la internalización de este. El 

receptor 132- adrenérgico es uno de los primeros receptores donde se describió 

este mecanismo, y el proceso de desensibilización consiste en que un receptor 

ocupado por su agonista permite la activación de Gs Y a su vez este es fosforilado 

por una proteina cinasa A, esta fosforilación desacopla al receptor de Gs Y facilita 

su acoplamiento con G, y entonces este es fosforilado por una GRK, lo que va a 

perrnitir la unión de una l3-arrestina y a su vez ésta media a la internalización del 

receptor ( Lefkowitz 1998). 

Las arrestinas son una clase de proteínas que trabajan en coordinación con 

los GRKs; cuando un receptor está en estimulación continua, estas se aseguran 

de que cada receptor activado se apague antes de volver a transducir la señal. 

Algunos estudios demuestran que la fosforilación del receptor no es suficiente 

para desensibilizarlo, sino que se require de la participación de las arrestinas para 

apagar la señal. El hecho que una arrestina discrimine entre un receptor activado y 



uno no activado por el agonista, sugiere que estas moléculas tienen un dominio 

que hace contacto con la región del receptor que pone de manifiesto su estado 

activado (Wilden y col., 1986; Bennett y Sitaramayya 1988; Gurevich y Benovic, 

1992; Wu y col., 1997). 

La región carboxilo terminal del receptor Ste2p ha sido objeto de estudio 

con el fin de evaluar el papel de este segmento como dominio regulador. Uno de 

los aspectos que se ha abordado es el papel que juega la fosforilación en la 

regulación del receptor; este se examinó mutando los cuatro residuos de serina y 

treonina más distantes de la región del carboxilo terminal por alaninas. Estos 

cambios causaron un incremento en la sensibilidad de las células a la feromona a; 

las células tardaron más tiempo en recuperarse del estímulo con la feromona 

(Chen y Konopka, 1996). 

Además de tener sitios de fosforilación, en la región carboxilo del receptor 

Ste2p también se han identificado algunos residuos importantes para su 

ubiquitinación. Este receptor es hiperfosforilado después de la exposición a la 

feromona a en algunos residuos de serina y treonina y ubiquitinizado en los 

residuos de lisina de la secuencia SINNDAKSS, esta secuencia es importante 

para la ubiquitinación e internalización del receptor, aunado a esto los residuos de 

serina de esta secuencia controlan la fosforilación del receptor. Tanto la 

fosforilación como la ubiquitinación disparan la internalización del receptor hacia 

la ruta de endocitosis (Hicke y Riezman, 1996; Hicke y col., 1998; Rohrer y col., 

1993). 

Como se describió anteriormente, en el receptor de S. cerevisiae Ste2p se 

han identificado algunos dominios importantes para su función, sin embargo, hace 

. falta mucha información acerca del funcionamiento molecular de este receptor, y 

aunque se puede hablar de mecanismos semejantes con respecto a otros 

receptores de esta misma familia, los residuos de aminoácidos localizados en los 

dominios funcionales pueden variar con respecto a receptores homólogos. A 

pesar de que a este receptor no se le ubica dentro de una subfamilia se ha 

utilizado a Saccharomyces cerevisiae para expresar receptores de mamiferos 

capaces de encender la ruta de señalizaCión correspondiente El conocer el 
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funcionamiento de los receptores de la levadura Saccharomyces cerevisiae es 

importante ya que permite contar con un sistema en el cuál se puedan probar la 

actividad de ligandos en receptores conocidos y la caracterizar nuevos receptores. 



-----

2. OBJETIVOS 

Objetivo general. 

Evaluar fisiológica y molecularmente la respuesta del receptor Ste2p a la feromona 
<X y su acoplamiento con la proteína G mediante mutantes del receptor. 

Objetivos particulares. 

Obtención de un banco de mutantes del gen STE2 . 

Seleccionar y caracterizar las mutantes que presenten alteración en la 
respuesta al apareamiento. 

Caracterizar mutantes que tengan alteraciones en su acoplamiento con la 
proteína G. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 Obtención del banco de mutantes del gen STE2. 

3.1.1 Mutagénesis al azar por amplificación por PCR del gen STE2. 

A partir de la secuencia del gen STE2 se diseñaron un par de 

oligonucleótidos que se utilizaron como iniciadores, a los cuales se les introdujeron 

sitios de corte, al oligonucleótido 5' se le introdujo el sitio Neo I 

(5'ATCCAAGAATCAACCATGGCTGATGCGGCTCCT3') y al 3' (5' 

CTGAATCTAGTAGGTACCTTATACCGAA 3'), el sitio Asp 718, en la posición (-2 

y 1343). Como molde se utilizaron 100 ng de ADN del gen completo STE2 

silvestre; como cofactor se utilizó 2 mM de manganeso, el cuál sustituyó al 

magnesio (Ongay-Larios y col. 2000). Los desoxinucleótidos (dCTP, dGTP y 

dTTP) se usaron a una concentración de 250).1M Y el dATP se utilizó a 125).1M y 

1 U de la enzima Taq polimerasa. El volumen final de la reacción se ajustó a 50 ).11 

con agua desionizada estéril (dH20). Las condiciones de amplificación fueron: 1 

ciclo (5 min a 94 OC) 50 ciclos (45 seg a 94°C, 45 seg a 50°C, y 60 seg a 72°C) y 

1 ciclo (10 min a 72°C). 

3.1.2 Preparación y clonación de los fragmentos de ADN y del vector. 

Los fragmentos de ADN obtenidos de la PCR, se cOrrieron en un gel de 

agarosa al 1% con amortiguador TBE (Tris-borato 0.09 M, EDTA 0.004 M) con 

bromuro de etidio a una concentración de 0.5"lg/ml, posteriormente estos se 

purificaron, cortando la región del gel en donde corrió dicho fragmento, este se 

purificó utilizando el paquete "Gene clean" de la casa comercial "Invitro gene", el 

cual consistió en disolver la agarosa en tres volúmenes de yoduro de sodio, una 

vez disuelta, se le agregó 5ftl de glassmilk (matrix de silica), se incubó 5 min en 

hielo y posteriormente se lavó tres veces el ADN, con 1 mi de solución "NEW 

WASH". Posteriormente los fragmentos de PCR se digirieron con las enzimas 



Nco I Y Asp718; paralelamente a los fragmentos, se digirió el vector tipo lanzadera 

pCUP con las mismas enzimas. 

Para la reacción de ligación se utilizó una unidad de la enzima T4 ligasa de 

Boheringer: con 10 ng del vector pCUP (tiene el promotor CUP que se induce con 

cobre) y 100 ng de los fragmentos de PCR; se les agregó 1 ¡.tI del amortiguador de 

ligación 10X, se aforó a 10 ¡.tI con agua des ionizada estéril. La reacción se incubó 

durante toda la noche a 16°C. El contenido de la reacción de ligación se mezcló 

con 100 ¡.tI de una suspensión de bacterias E. coli competentes de la cepa OH5a 

(supE44 !l/ac U169 (~80 lacZt,M15 hsdR17 recA1 endA1gyrA96 thi-1 re/A1), estas 

se incubaron en hielo durante 30 min, posteriormente 2 min a 42°C, se le 

agregaron 300 ¡.tI de medio LB (Triptona 1 %, Extracto de levadura 0.05%, NaCI 

1%) y se incubaron una hora a 37 oC. El 100% de la suspensión de bacterias 

transformadas se sembraron en cajas de petri con medio agar LB (Medio LB con 

2% de agar bacteriológico) mas 100 ¡.tgl mi de ampicilina, se incubaron a 37°C 

toda la noche (SambrocK 1989). 

3.1.3 Purificación de plásmidos pCUP-STE2 mutantes. 

Las colonias transformadas con el plásmido pCUP-STE2 se recuperaron y 

se crecieron en medio LB. Para determinar la eficiencia de ligación, las colonias se 

resembraron en agar LB y se incubaron a 37 oC durante 24 h, una porción de las 

células se resuspendieron en 50 "ti de dH20, se les agregó 300 "ti de amortiguador 

TEN S (NaOHO.1 M, SOS 0.05%), se mezclaron vigorosamente en un vortex por 5 

seg, se les añadió 150 ¡.tI de Acetato de Sodio 3.0 M pH 5.2, se mezcló en el 

vortex por 2 seg, se centrifugó a 10,000 r.p.m. por 2 min y el sobrenadante se 

recuperó, a este se le agregaron 900 "ti de etanol a -20°C al 100% Y se centrifugó 

por 2 min a 10,000 r.p.m. el sobrenadante se descechó y el paquete se lavó con 1 

mi de etanol al 70% a -20 oC, la muestra se dejó secar y posteriormente se 

resuspendió en 100 ,ti de agua (Lench 1987). De esta preparación se tomaron 



8 fll Y se digirieron con una unidad de las endonucleasas de restricción Nco I y 

Asp 718, el producto de la digestión se analizó en geles de agarosa al 1 %. 

Las colonias que tuvieron inserto se mezclaron en 500 mi de medio LB 

con ampicilina y se incubaron a 37 oC a 250 r.p.m. durante toda la noche; el 

ADN se purificó por medio de columnas de la casa comercial "QIAGEN" siguiendo 

las indicaciones del fabricante. A esta preparación se le denominó "banco de 

mutantes". 

3.2 Selección de las clonas mutantes. 

Para la selección de las mutantes, la cepa de S. cerevisiae W303-3A (Mal 

a, ade2, his3, leu2, trp1, ura3, can1-100 STE2::LEU2) se inoculó en 10 mi de 

medio YPD (Peptona 2%, Extracto de levadura 1 %, Dextrosa 2%) y se incubó a 

30°C con agitación a 250 r.p.m. toda la noche, después las células se diluyeron 

en medio YPD hasta que alcanzaron una 00600 de 0.25, éstas se incubaron a 

30°C con agitación a 250 r.p.m. hasta que alcanzaron una 00600 de 0.55, las 

células se centrifugaron a 5000 r.p.m. por 5 min y se lavaron con un volumen igual 

de dH20, el sobrenadante se eliminó y las células se resuspendieron en 1 mi de 

dH20, estas se transfirieron a un tubo de 1.5 mi, se centrifugaron a 10.000 r.p.m. 

por 5 seg, el sobrenadante se eliminó y las células se lavaron con 1 mi de 

TE/LiOAc (1 volumen de TE 10 mM pH 7.5, 1 volumen de LiOAc 1M pH 7.5 Y 8 

volúmenes de dH20), el sobrenadante se tiró y las células se resuspendieron en 

250 fll de TE/LiOAc, 50 fd de células se mezclaron con 1 f.Lg de ADN (banco de 

mutantes pCUP-STE2) y 50 fl9 de esperma de salmón sonicado y hervido, a ésta 

mezcla se le añadió 300 ¡.d de PEG/LiITE ( 1 volumen de TE 10 mM, 1 volumen de 

LiOAc 1 M Y 8 volúmenes de PEG 4000 al 50 %), se mezcló todo muy bién y se 

incubó por 30 min a 30 oC con agitación de 250 r.p.m. después se le agregó 40 ftl 

de DMSO y se incubó a 42°C por 15 min, se centrifugó por 5 seg y el paquete 

celular se resuspendió en 150 ftl de dH20 y se sembró en cajas de medio agar 



SO selectivo (Glucosa 2%, Base nitrogenada 0.7%, Agar 2%) con 5 fl9 de 

adenina, histidina y uracilo, se incubaron a 30 oC por 48 h . 

Con las células transformadas se realizaron ensayos cualitativos de 

apareamiento, para ello se recuperaron 150 colonias y se crecieron en cajas de 

medio SO agar selectivo mas 100 flM de CUS04. Paralelamente se creció un 

césped de la cepa 70 (MAT a thr 3-10) en medio YPO, tanto las clonas 

seleccionadas, como el césped de la cepa 70, fueron replicadas en una misma 

caja de YPO con 100 flM de CuS04 , la cuál se incubó a 30°C durante 5 h para 

permitir el apareamiento entre las células. Posteriormente, las células se 

replicaron a una caja de medio SO y se incubaron a 30°C hasta que aparecieron 

las colonias (diploides). 

3.3 Mapeo de las mutaciones 

3.3.10btención de los plásmidos con los genes mutantes y 

secuenciación de nucleótidos. 

De los ensayos cualitativos de apareamiento, se seleccionaron las clonas 

que tuvieron menor eficiencia de apareamiento que el gen silvestre. Los 

plásmidos pCUP-STE2 fueron recuperados y para ello se creció cada una de las 

colonias seleccionadas en 5 mi de YPO a 30°C toda la noche; las células se 

cosecharon por centrifugación y se rompieron en 0.02 mi de amortiguador de 

rompimiento (1% Triton X-100, 1% SOS 100 mM NaCI, 10 mM Tris-CI, 1 mM Na2 

EOTA) , 0.02 mi de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico en una proporción de 

(25:24:1) y 0.3 g de perlas de vidrio de 0.5 mm de diámetro; las células se 

agitaron en un vortex por 2 min, posteriormente se centrifugaron y el AON se 

precipitó con etanol absoluto frío y acetato de sodio 3M (1 :0.1). La pastilla se 

resuspendió en dH20. Con esta preparación de AON se transformó la cepa OH5a 

de E. Coli. Tal como se describió anteriormente. De las colonias transformadas se 

seleccionaron aquellas que tuvieron un inserto del tamaño del gen STE2, los 

cuales fueron purificados por una columna "QUIAGEN" y secuenciados por 



electroforesis capilar, en un sequenciador automático ABI PRISM 310 GENETIC 

ANALlZER utilizando el paquete de secuenciación Rhodamine terminator Ampli 

TAQ DNA (Perkin Elmer). 

3.3.2 Obtención de mutantes con un solo cambio de aminoácido. 

Para la obtención de mutantes del receptor Ste2p con un cambio de 

aminoácido en la proteina, se realizaron digestiones de los plásmidos pCUP

STE2, tanto de los mutantes con mas de una sustitución, así como del gen 

silvestre, ambos fueron digeridos con las mismas endonucleasas de restricción. 

Se obtuvo un fragmento, el cuál contenía la mutación de interés, proveniente del 

gen mutante y otro fragmento sin ningún cambio de nucleótido, proveniente del 

gen silvestre. Ambos fragmentos complementaron el gen STE2 y para ello, estos 

se sometieron a una reacción de ligación, como la que ya se describió 

anteriomente. 

3.4 Caracterización fisiológica de las mutantes. 

3.4.1 Apareamientos cuantitativos. 

Los ensayos cuantitativos de apareamiento, fueron hechos con los 

plásmidos pCUP que contenían los genes STE2 con una mutación en uno de los 

aminoácidos, así como el plásmido vacío y el plásmido con el gen STE2 silvestre, 

los cuales fueron utilizados como controles negativo y positivo respectivamente, 

para lo anterior se transformó la cepa de S. Cerevisiae W303-3A con dichos 

plásmidos. De las células transformadas se tomaron tres colonias de de cada uno 

de los plásmidos, se incubaron durante toda la noche a 30°C con 250 r.p.m. en 5 

mi de medio SD suplementado con adenina, histidina y uracilo, mas CUS04 . Los 

cultivos se lavaron con dH20, después las células se contaron en un 

hematocitómetro, se ajustaron a 1000 células y se mezclaron con 1000 células 

de la cepa 70 (MA T IX thr 3-10). La mezcla de células se Incubó en 100 fLl de 



medio YPD con 100 [1M de CUS04 durante 5 h a 30°C, posteriormente las células 

se incubaron en una caja de medio agar SO, a 30°C durante 48 h (Coria y col., 

1996). 

3.4.2 Inducción del gen FUS1. 

Para determinar la actividad transcripcional del gen FUS1 se cotransformó 

la cepa de Saccharomyces cerevisiae W303-3A con los plásmidos pCUP que 

tienen los genes mutantes y con el plásmido YEp352-Fus1-JacZ que contiene la 

construcción del promotor que dirige la expresión de Fus1-JacZ (Ongay-Larios y 

col., 2000). Una vez obtenidas las células transformadas, a cada una de las 

mutantes se les determinó la inducción del gen FUS1 midiendo la actividad de la 

enzima ~-galactosidasa (Miller, 1972) y se normalizó la actividad enzimática 

cuantificando la proteína por el método de Bradford (Bradford, 1976). 

3.4.3 Interrupción del ciclo celular. 

La interrupción del ciclo celular se llevó acabo activando la cascada de 

transducción de señales por medio de la feromona a. Primero se pusieron a crecer 

las células en medio SO mas aminoácidos con 100 [1M de CuS04 durante 2 h 

para inducir expresión del receptor STE2. Después se le agregó 2 [1g/ mi de la 

feromona a; se incubaron a 30°C con agitación a 250 rpm. Después de 14 h se 

determinó el número de células en un hematocitómetro. 

3.5 Expresión del gen STE2 

3.5.1 Fusión de la proteína verde fluorescente (GFP) al gen STE2. 

La construcción GFP-STE2 se realizó a partir de un fragmento BamHI de 

700 pb del plásmido pRMCy, el cuál contenia el gen completo de la GFP, este fue 

subclonado en el plásmido pTZ18R. Para poder amplificar el gen de la GFP por la 
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técnica de PCR, se utilizó el oligonucleótido 5' del plásmido p TZ18R y el 3' se 

diseñó a partir de la secuencia de nucleótidos de la GFP, al cuál se le introdujo 

un sitio Neo I en la posición 697. 

Los productos de PCR se purificaron y se digirieron con la endonucleasa 

de restricción Neo 1, ya que el gen de la GFP después de la PCR quedó 

flanqueado tanto en el extremo 5' como en el 3' por sitios Neo 1. Paralelamente 

a esta reacción se digirieron los plásmidos pCUP-STE2 mutantes de interés con la 

misma enzima y después se purificaron las digestiones y se fusionaron por medio 

de una reacción enzimática de ligación. La orientación del inserto se checó 

construyendo el mapa de restricción a partir de los fragmentos obtenidos con la 

enzima Ava 11. 

3.5.2 Análisis por citometria de flujo. 

La cepa de Saecharomyces eerevisiae W303-3A fue transformada con 

las construcciones pCUP-GFP-STE2, como se mencionó en la sección 3.4.1. Se 

seleccionaron dos colonias de cada una de las fusiones, y se pusieron a crecer 5 

x 109 de células en medio SO selectivo con 100 ¡.tM de CUS04 durante 12 h a 30 

oC; posteriormente se lavaron con dH20 y se analizaron 10,000 células en el 

FACScan de Becton Dickinson; para el análisis de los resultados se empleó el 

programa de cómputo CELL-Quest. 

3.6 Interacción de proteínas con el sistema de doble híbrido. 

3.6.1 Construcción de los genes híbridos. 

Se obtuvo por PCR la región del carboxilo terminal de los receptores con 

una mutación en esta región y el carboxilo del gen silvestre, utilizando como 

iniciador 5' un oligonucleótido en el cuál se introdujo un sitio Eco RI en la posición 

900 del gen. Los productos de PCR se purificaron usando el paquete "Gene 

clean" (In vitro gene) y fueron subclonados en el plásmido pCR™II por medio de 



una ligación enzimática. Con esta mezcla de ligación se transformó la cepa de E. 

coli DH5a, posteriormente se seleccionaron las colonias con inserto y los 

plásmidos se purificaron, poniendo a crecer la colonia en 25 mi de medio LB con 

100flg/ml de ampicilina a 3rC durante toda la noche, las células se centrifugaron 

a 5000 r.p.m. por 10 min, el sobrenadante se descartó y las células se 

resuspendieron en 5 mi de NaCI10 mM y se volvieron a centrifugar, las células se 

resuspendieron en 1.2 mi de amortiguador TENS, se mezcló suavemente y se 

incubó a temperatura ambiente duarnte 10 min, después se mezclaron con 0.6 mi 

de NaOAc 3M, se incubó 15 min en hielo, se centrifugó 10 min a 700 r.p.m. yel 

sobrenadante se transfirió a un tubo limpio. 

Para la extracción del ADN se le añadió un volumen igual de fenol 

cloroformo, este se precipitó con dos volúmenes de etanol al 100% a -20°C, 

durante 5 min a temperatura ambiente, se centrifugó 10 min a 9000 r.p.m. la 

pastilla se lavó con etanol al 70% y se resuspendió en 100 fll de agua, se le 

agregaron 50 fl9 de RNasa y se incubó durante 30 min a 3rC. De esta 

preparación de ADN se tomó una alicuota y se digirió con EcoRI, el producto de la 

digestión se purificó por "Gene clean" y se subclonó en el plásmido pEG202 

previamente digerido con la misma enzima. La orientación se checó construyendo 

un mapa de restricción, usando las enzimas Hind 111 y Sal 1. 

Por otro lado, los genes completos de las subunidades de la proteína G, 

Gpa1 y STE4 se obtuvieron por PCR a los cuales se les introdujeron los sitios de 

restricción Eco R1-Xho I en la posición (-5 y 1284) respectivamente. Los 

productos de PCR se purificaron por "GENE CLEAN" y se subclonaron en el 

plásmido pJG4-5, previamente digeridos con las mismas enzimas. Así mismo se 

amplificó por PCR el gen de la endoquitinasa (Cts-2) de S. cerevisiae utilizando 

oligonucleótidos a los cuales se les introdujo el sitio EcoRI en la posición (-2) y 

Xho I en la posición (1994), el gene fue subclonado en el plásmido pEG202 

previamente digerido con las mismas enzimas. 



4. RESULTADOS 

En este trabajo, con el propósito de entender el funcionamiento del receptor 

Ste2p de Saccharomyces cerevisiae, en este trabajo se generó un banco de 

mutantes, de las cuales se seleccionaron 8, con substituciones únicas de 

aminoácidos en diferentes regiones de la molécula. 

Para evaluar el efecto de la mutación sobre el funcionamiento del receptor, 

a todas las clonas mutantes que expresaron el receptor se les determinó su 

capacidad de apareamiento, de inducción del gen FUS1 y de interrumpir su 

división en la fase G1 del ciclo celular. Las mutantes que presentaron un fenotipo 

diferente al de la clona silvestre y que además la mutación se localizó en la región 

carboxilo terminal se les evaluó su capacidad de interaccionar con la proteína G, 

solo una mutante mostró deficiencia para interaccionar con la proteína G, y fue 

analizada su capacidad para unir a la feromona a, así se pudo concluir que la 

región del carboxilo terminal del receptor Ste2p es importante para la interacción 

con la proteína G. 

4.1 Generación del banco de mutantes y selección. 

La construcción del banco de mutantes del gen del receptor STE2, se 

realizó utilizando PCR con condiciones de baja fidelidad para generar una 

población de mutantes del gen STE2. Esto tuvo como resultado un banco de 113 

clonas, con el cuál se transformó una cepa de la levadura S. cerevisiae, que en su 

genoma carecía del gen receptor STE2 (i1STE2). Estas células fueron analizadas 

mediante análisis de apareamiento y se seleccionaron 5 clonas que mostraron 

una clara disminución en dicha respuesta (Fig. 4). A partir de estas mutantes, se 

obtuvieron los plásmidos y además se obtuvo la secuencia de nucleótidos del gen 

STE2, para cada una de ellas. Esta mostró que en promedio se presentaron tres 

sustituciones de aminoácido en el gen (Fig. 5). 
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Fig. 4 Selección de las clonas mutantes por ensayos de apareamiento 

cualitativo. A) Caja con medio YPO con 50 colonias de S.cerevisiae, 

transformadas con el banco de mutantes. B) Replica de las 50 

colonias, crecidas en medio SO, donde se muestra las colonias que 

se aparearon con diferente intensidad. 

4.2 Obtención de mutantes con uno y dos cambios de aminoácidos. 

A partir de las 5 clonas seleccionadas que presentaron deficiencia para aparearse, 

y con mas de una substitución de aminoácido, se seleccionó ocho de estos 

cambios de aminoácidos para obtener mutantes con un solo cambio de 

aminoácido, para su posterior caracterización. De las ocho mutantes con un solo 

cambio de aminoácido se obtuvieron 5 mutantes en la región extracelular del 

receptor: 1 L1, N(32)S; 1 L4 , L(268)S; 2L1, Y(106)C y la 5L1. V(196)A. En la región 

del carboxilo del receptor se obtuvieron tres mutantes la 2L2, G(302)C; 5L3, 

S(342)G; 8L4 , N(388)S y la 8Ls, T(425)A. Todas ellas se muestran en las figuras 

6A y 6B. La mutante 2L tiene dos substituciones de aminoácido, una en la primera 



asa eJdracelular Y(106)C y la segunda en el carboxilo terminal G(302)C 

(Fig. 6C). Esta mutante con dos substituciones, se obtuvo directamente del 

~ 1 l N32S. 153T. T78S. L268S 

@i) 2l Y1 06C, G302C 

Fig.5 

(;) 5lV196A, 1249M, S342G 

• Bl Q42L, S73P, Fl54S, 
N388S, T425A 

1 OL N46S, 5121G, K269R 

Sustituciones de aminoácidos en cada una de las clonas 

seleccionadas, cada color muestra el número de sustituciones por 

clona. 



banco de mutantes y no se le hizo ninguna modificación posterior, el fenotipo que 

presenta es semejante al de la mutante 2L2 G(302)C, la cuál fue derivada de ella. 

Sin embargo, la clona 2L1 Y(106)C también derivada a partir de la 2L, presentó un 

fenotipo similar a la silvestre. 

1L1 N32S 1~ L268S c==::==::& 

Fig. 6A Clonas con sustituciones únicas de aminoácidos localizados en 

la región extracelular del receptor. 
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8L4 N388S 

Fig. 68 Clonas con sustituciones únicas de aminoácidos localizadas en 

la región del carboxiio terminaR del receptor. 



señales para cada una de las mutantes se determinó midiendo la expresión del 

gen FUS1-JacZ mediante la cuantificación de la actividad de la enzima ~

galactosidasa. Del total de las mutantes analizadas, 5 mostraron una deficiencia 

en la respuesta a la feromona a, en relación al nivel de inducción del gen FUS1-

JaeZ, que mostró la clona con el gen silvestre. Las clonas mutantes 1 L¡, (N32S); 

1 L4 , (L2688); 2Lz, (G302C); 5L3 , (8342G) Y la mutante 8L4 , (N388S) 

disminuyeron su actividad en un 19%, 57%, 100% 49% Y 50% respectivamente 

con respecto al que mostró la clona con el gen silvestre. Los resultados obtenidos 

para las demás mutantes fueron comparables al de clona con el gen silvestre 

como se puede observar en la figura 7. 

4.4.2 Interrupción del ciclo celular. 

Otra consecuencia de la activación de la cascada de transducción de 

señales por la feromona es la interrupción del ciclo celular en la fase G1. Los 
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Fig.8 Efecto de la feromona a sobre el crecimiento celular 

resultados de estos análisis fUí'ron similares a los obtenidos para la inducción de 

Fus-Jael. Las mutantes 1 Ll. 1 L4 , 2L2 , 5L3 Y 8L4 Interrumpieron el ciclo celular en 



menor proporción que la clona con el gen STE2 silvestre (Fig. 8), lo que indicó que 

estas mutantes tienen un defecto en el receptor que no les permite transducir la 

señal. 

4.5 Expresión del receptor. 

Para determinar si el receptor Ste2p de las mutantes 2L, 2L1 , 2L2 Y 8L4 se 

estaba expresando a niveles equivalentes al silvestre, el gen del receptor se 

fusionó con el de la proteína verde fluorescente y estas clonas fueron analizadas 

por citometría de flujo. Los resultados mostraron que la expresión del receptor 

para las mutantes 2L1 y 8L4 fue similar al de la cepa silvestre, mientras que la 

expresión de la mutante 2L2 fue nula o similar al de la clona con el vector sin 

inserto. 
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Fig. 9 Detección de la proteína verde fluorescente en las diferentes clonas 

en estudio. El panel A muestra la región seleccionada para el 
análisis de las clonas en cuanto al tamaño y granularidad de las 
células, B: Plásmido vacío(pCUP) C: Clona Ste2 silvestre+GFP,D: 2L 
Y106C, G302C +GFP, E: 2L1 Y106C +GFP, F: 2L2 G302C + GFP, G: 
8L4 N388S + GFP H: pCUP +GFP. 



Estos datos sugieren que el receptor de la clona 2L2 no responde al 

apareamiento y al estímulo con la feromona a, porque el receptor probablemente 

no es estable y se destruye antes de llegar a la membrana de la célula. Por el 

contrario, la clona 8L4 responde menos al estimulo con la feromona a, que la 

clona que tiene el gen silvestre. Dado que, la señal de 8L4-GFP es semejante a la 

del receptor silvestre-GFP (Fig. 9), esto nos indica que la deficiencia en la mutante 

no se debe a que el receptor de la cepa silvestre esté presente en mayor cantidad 

que el de la mutante. 

Además se realizaron pruebas de apareamiento para establecer si la 

construcción GFP-STE2 fue funcional. Los resultados mostrados en la figura 10, 

indicaron que la construcción es funcional. 

7 

Fig.10 Ensayos de apareamiento de las clonas fusionadas a la proteína verde 

fluorescente con la cepa 70 MAT(a). Caja A: Medio YPD + 100 f.!M de 

CU2S04 con un parche de cada una de las clonas en estudio. Caja B: 

Replica de las clonas en medio SD. Clonas: 1 (pCUP+GFP), 2 (Ste2 

Silvestre +GFP), 3 (pCUP vacío), 4 (8L4 N388S + GFP) 5 (2L Y106C, 

G302C + GFP), 6 (2L1 Y106C +GFP), 7 (2L2 G302C + GFP) 



4.6 Ensayos de unión a feromona a. 

Para determinar si la mutación 814 N(388)S afectó la unión a la feromona a 

y si la cantidad de receptores se habia modificado, se realizaron ensayos de unión 

a feromona. Como una medida indirecta de la constante de afinidad (ka) para la 

feromona a, se evaluó la constante de disociación (1/kd); así mismo se determinó 

la cantidad de receptores en la membrana celular (BmaX). los resultados 

mostraron que la constante de disociación para la mutante 8l 4 se encuentra en el 

rango de 1.2-2.6 nM el cuál fue muy similar a los de la clona con el gen silvestre, 

que fue de 1.0-2.0 nM. los valores de la Bmax mostraron que la cantidad de 

receptores por célula, tanto en la clona mutante, como en la silvestre fueron muy 

similares; estos variaron entre 3800-4600 y 3000-4200 respectivamente. 

Estos resultados indicaron que la deficiencia que muestra la clona mutante en 

el apareamiento y para transducir la señal no se debe a una disminución en la 

eficiencia para unir la feromona a, ni a la cantidad de receptores en la membrana 

celular. Esta deficiencia puede entonces explicarse por una disminución en la 

interacción física del receptor y la proteína G, y como consecuencia, una 

disminución en la activación de la proteína G. 

4.7 Interacción del receptor Ste2p con la proteína G. 

Para saber el grado de interacción de los receptores mutantes 2l2 , 513 Y 814 

con la proteína G, se subclonaron las regiones del carboxilo terminal de los 

receptores mutantes y del silvestre en el plásmido pEG202 para generar proteínas 

de fusión, el cuál tiene el dominio de unión a DNA LexA. Mientras que las 

subunidades de la proteína G Gpa1 y Ste4, se subclonaron dentro del plásmido 

pJG4-5 donde la proteína se fusiona al dominio de activación transcripcional 842. 

Además de estos plásmidos, se utilizó el plásmido pSH 18-34 con el gen 

reportero lacZ, que induce la expresión del gen cuando las proteínas interactúan. 

los datos mostrados en la tabla 2 indican que los niveles de ~-galactosidasa para 

las mutantes 212 y 513 son similares a los de la cepa silvestre, mientras que los 



niveles de la mutante 8L4 fueron menores al de la cepa con el gen silvestre. 

Estos datos nos indican que el cambio de aminoácido G302C en la mutante 2L2 

no afecta la interacción del receptor con la proteína G, y que el defecto que 

muestra la mutante en la señalización muy probablemente se debe a que la 

mutante no se está plegando correctamente y por lo tanto ésta no se 

transportando a la membrana de la célula. Sin embargo, el cambio de aminoácido 

N388S en la región carboxilo de la mutante 8L4 sí afectó la interacción física con 

Gpa1 y Ste4 en un 50 y 60% respectivamente, De tal manera que la deficiencia 

para transducir la señal se debe a que la substitución del aminoácido modifica la 

activación de la proteína G, lo que disminuye la interacción física entre el receptor 

y la proteína G. 

Tabla 2. Interacción de proteínas híbridas 1 

Dominio de unión a Dominio de activación" Actividad de 
ADN2 de la transcripción !3-Galactosidasa4 

(U/mg/ml) x 10-3 

Cts1-2p Ste4p 10 
Ste2p (C-terminal) Gpa1p 212.3± 2.49 
Ste2p (C-terminal) Ste4p 101.7+ 13.1 
2L2 (C-terminal) Gpa1p 235.8 + 31.5 
2L2 (C-terminal) Ste4p 117.8 ± 20.5 
8L4 (C-terminal) Gpa1 113.4 +24.5 
8L4 (C-terminal) Ste4p 57.5 + 4.8 
5L3 (C-terminal) Gpa1p 260.2 ± 46.6 
5L3 (C-terminal) Ste4p 104.3 + 26.6 

Gpa1p Ste4p 4146.1 ± 64.7 .. .. 
La Interacclon se calculo por la expreslon del gen reportero JaeZ, el cual se 

encuentra en el plásmido pSH18-34. 
2EI dominio de unión a ADN se refiere a las proteínas fusionadas a LexA y 
clonadas en pEG202. 
3EI dominio de activación de la transcripción se refiere a las proteínas fusionadas 
a B42 y clonadas en el plásmido pJG4-5. 
4 La actividad de ¡3-Galactosidasa corresponde al promedio de los valores 
obtenidos de tres colonias analizadas simultáneamente. 
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5. DISCUSION 

Los estudios realizados en algunos receptores acoplados a proteínas G 

(GPCRs), han identificado los dominios importantes para cada una de las 

funciones de estos receptores y los alineamientos de las secuencias de GPCRs 

muestran que ciertos aminoácidos se conservan entre algunas subfamilias de 

receptores; sin embargo, existen diferencias importantes tanto en cantidad como 

en composición de aminoácidos entre receptores que no pertenecen a la misma 

subfamilia (Ji y col.,1998; Gether y Kobilkas 1998). Aunque se puede hablar de 

mecanismos semejantes, los residuos de aminoácidos localizados en los dominios 

funcionales pueden variar. 

El receptor de S. cerevisiae Ste2p no pertenece a una subfamilia en 

particular, a pesar que pertenece a la misma familia de receptores de siete 

dominios transmembranales se ha clasificado dentro del apartado "miscelánea," 

esto quiere decir, que por homología de sus aminoácidos o el tipo de ligando no 

se puede ubicar dentro de una subfamilia y aunque los dominios funcionales de 

este receptor son similares a los de otros GPCRs. Actualmente, no existe una 

secuencia de aminoácidos significativamente similar con otros receptores que nos 

ayude a identificar los residuos funcionalmente importantes. 

A la fecha, ya se han identificado algunos dominios importantes para la 

función del receptor Ste2p, pero todavía hace falta mucha información acerca del 

funcionamiento molecular de este receptor. En este trabajo se describen mutantes 

del receptor Ste2p, obtenidas mediante mutagénesis al azar, donde se obtuvo 

una frecuencia de mutaciones de 0.25%, esta frecuencia fue calculada sobre la 

base del análisis de la secuencia de nucJeótidos de las mutantes seleccionadas, 

tomando en cuenta que la frecuencia de error de la polimerasa bajo condiciones 

normales es de 8.0 x 10-6 (Cline y col., 1996). Estos datos son similares a los 

obtenidos por Ongay-Larios y col. 2000, quienes obtuvieron una frecuencia de 

mutaciones del 0.2%. La ventaja de esta técnica sobre la muta génesis dirigida, es 

que se pueden generar una mayor cantidad de mutantes en las distintas regiones 

del receptor en una misma reacción de PCR. Mediante ensayos de apareamiento 

cualitativo, se seleccionaron las mutantes que mostraron un apareamiento 
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deficiente con respecto a la clona silvestre; con este tipo de estrategia se aseguró 

que la clona seleccionada tenía el plásmido con el receptor, y que además el gen 

del receptor contenido en el plásmido tenía mutaciones que afectaban la 

transducción de señales puesto que presentaron deficiencia para aparearse. Esto 

sugería que se trataba de un receptor que al menos tenía una mutación que no 

le permitía aparearse bien; por lo tanto, la clona se consideró para su posterior 

secuenciación de nucleótidos y caracterización. 

Una vez seleccionadas las mutantes, el gen del receptor fue secuenciado y 

las clonas se caracterizaron fisiológicamente. Como resultado de esta 

caracterización se encontró que algunos fenotipos de las mutantes analizadas 

fueron similares al que mostró la clona con el gen silvestre. La diferencia de los 

resultados de la caracterización fisiológica con respecto a los encontrados en el 

ensayo de selección se debe a que el apareamiento es un análisis de tipo 

cualitativo y la cantidad de células que se ponen para realizar el ensayo de 

apareamiento no es el mismo para todas las clonas; los resultados pueden variar 

cuando este mismo análisis se hace de manera cuantitativa. Por otro lado, la 

selección de las mutantes se realizó cuando las clonas tenían varias 

substituciones de aminoácido en el mismo receptor y la caracterización se realizó 

con las clonas que tenían una sola substitución de aminoácido en el receptor. 

Como resultado de las evaluaciones fisiológicas anteriores, finalmente se 

seleccionaron clonas con características fenotípicas similares como clonas con 

características diferentes a la clona silvestre. 

En total se caracterizaron 8 mutantes, con una sustitución de aminoácido; 

en 4 de ellas la sustitución de aminoácido se localizó extracelularmente: una en el 

amino terminal 1 L1 N(32)S Y 3 en las asas extracelulares 2L1 Y(1 06)C, 5L1 V(196)A 

1 L4 L(268)S; en las otras cuatro mutantes la sustitución de aminoácido se localizó 

en la región del carboxilo terminal y fueron: 2L2 G(302)C, 5L3 S(342)G, 8L4 

N(388)S y la 8Ls T425A. Además, se caracterizó la clona 2L con dos sustituciones 

de aminoácido, una en la primera asa extracelular y la otra en la región del 

carboxilo terminal. Del total de las mutantes caracterizadas, 6 respondieron 

deficientemente al estimulo con la ferornona, estas fueron las clonas 1 L1 N(32)S, 



1 L4 L(268)S, 2L2 G(302)C, 5L3 S(342)G y la 8L4 N(388)S y la 2L (Y(106)C, 

G(302)C) y tres con una respuesta similar al de la clona silvestre y fueron: 2L1 

Y(106)C, 5L1 V(196)A, y la clona 8L5 T(425)A. 

Los receptores acoplados a proteínas G tienen residuos de asparagina en 

el extremo amino terminal que pueden estar seguidas de una secuencia 

consenso de glicosilación, que puede ser: Asp-X-Ser o Asp-X-Treo. Cuando estos 

sitios de glicosilación, se sustituyen por otros aminoácidos, la unión del ligando al 

receptor disminuye (Stryer, 1995; Watson y Arkinstall 1994). En la clona 1 L1 la 

sustitución de aminoácido ocurrió en una asparagina de la región del amino 

terminal, contenida en una secuencia de aminoácidos consenso para glicosilación 

Asp-Gly-Ser; esto sugiere fuertemente que el residuo de asparagina 32 podría 

ser un sitio de glicosilación, dado que la respuesta al estímulo con la feromona es 

menor que el de la clona silvestre y probablemente esta respuesta se deba a una 

disminución en la unión a feromona. Esto podría confirmarse con ensayos de 

unión a feromona marcada descritos en la sección 4.6 

La mutante 2L2 G(302)C es la mutante que no respondió al estimulo con 

la feromona a y además en los ensayos de citometría de flujo presentó una 

señal fluorescente muy débil. Estos resultados sugieren que el cambio de una 

glicina por una cisteína en la posición 302 del receptor afecta fuertemente la 

función de la proteína. Una posible explicación es que la sustitución haya afectado 

el plegamiento de la proteína, lo cuál podria evitar su transporte normal y de esta 

manera la proteína fuera degradada. 

En S. cerevisiae se han descrito dos mecanismos que reconocen y 

destruyen a las proteínas mal plegadas o defectuosas que están en tránsito hacia 

la membrana; en uno de ellos las proteínas defectuosas son desviadas de la ruta 

secretoria hacia la vacuola, y en el otro mecanismo, el reticulo endoplásmico 

detiene a esas proteinas defectuosas y las degrada (Jenness y col., 1997; Li Y 

col., 1999). Otra explicación a la falta de respuesta de la clona es que la mutación 

hubiera afectado la interacción con la proteína G, dado que se localiza en la 

región del carboxilo, y en algunos receptores esta región es importante para la 

interacción. Para descartar esa posibilidad se realizaron ensayos de interacción 



de proteínas entre las subunidades Gpa1 y Ste4 la proteína G trimérica de S. 

cerevisiae y la región del carboxilo terminal del receptor de la mutante, utilizando 

como herramienta el sistema del doble híbrido. Los resultados que se obtuvieron 

en la mutante 2L2 fueron similares a los niveles de interacción que mostró la 

clona con el gen silvestre; esto nos indica que la falta de respuesta al estímulo 

con la feromona y al apareamiento no tiene lugar por un defecto de interacción 

con proteína G, y que posiblemente el plegamiento de la proteína no está 

ocurriendo de manera adecuada, sobre todo si se considera que el plásmido 

pCUP-GFP genera una alta intensidad de fluorescencia, señalando que si la 

mutante fuera estable debiera de fluorescer aún sin llegar a la membrana. 

En cuanto a la clona 2L1 Y(106)C esta tiene la substitución de aminoácido 

en la primera asa extracelular y la señal de fluorescencia y respuesta a la 

feromona ex de la mutante es muy similar al de la clona silvestre; lo cuál indica que 

la mutación no tiene efecto en la función del receptor; sin embargo, el receptor 

f32-adrenérgico presenta en esta misma posición una cisteína en lugar de una 

tirosina y cuando se reemplaza por otro aminoácido, disminuye la unión del 

ligando al receptor debido a que esta sustitución afecta la expresión de la proteína 

en la superficie celular, por lo cuál se deduce en que en este sistema, esta cisteína 

es importante para conservar la estructura del receptor (O'Dowd y col., 1988). 

Como ya se mencionó al analizar la clona con las dos mutaciones 2L 

Y(106)C + G(302)C ésta presentó un fenotipo similar al de la clona con la 

mutación en la región del carboxilo, 2L2 G(302)C; esto nos indica que el fenotipo 

de la mutación G(302)C es dominante sobre la mutación Y(106)C, ya que en 

presencia de estas dos substituciones, no se pudo observar el fenotipo de la 

Y(106)C, y solo se observó el de la G(302)C. 

Otra clona con una mutación que también se localizó en la región del 

carboxilo terminal y que respondió deficientemente al estímulo con la feromona 

ex, fue la mutante 5L3 S(342)G, esta mostró una respuesta aproximadamente 

50% menor con respecto a la clona con el gen silvestre, en contraste su 

interacción con la proteína G, fue muy similar a la interacción que mostró la clona 

con el gen silvestre Estos resultados nos indican que la falta de respuesta no se 
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debe a un defecto en la interacción con la proteína G. Posiblemente presente una 

modificación en la cantidad de receptores, como se ha observado para otras 

mutantes, donde el número de receptores en las mutantes disminuye hasta la 

quinta parte, con respecto a la clona silvestre. La disminución se puede deber a 

que la mutación afecte la eficiencia del transporte de la proteína a la membrana 

plasmática, o bien a que la mutación aumentó la endocitosis del receptor, durante 

la desensibilización (Dube y Konopka 1998; Konopka y col., 1996) , esto podría 

confirmarse mediante ensayos de unión a feromona o con ensayos de 

transferencia tipo northem. 

La mutante 1 L4 L(268)S se localiza en la tercera asa extracelular del 

receptor, cerca de la hélice transmembranal. Esta mutante tuvo una respuesta 

deficiente con la feromona ex, de aproximadamente un 25% menor con respecto a 

la clona con el gen silvestre. Esta baja respuesta puede deberse a que la mutación 

afectó un sitio importante para la unión de la feromona ex; lo cuál apoya el hecho 

de que cerca de este aminoácido se localiza la cisteína 266, que al reemplazarla 

por un aspartico, afecta la afinidad por la feromona ex. Además de este 

aminoácido, se ha observado que una fenilalanina localizada en la segunda asa 

extracelular al ser sustituída por un una serina, también modificó la afinidad por 

la feromona ex (Dosil y col., 1998). Estos resultados nos indican que posiblemente 

entre la tercera y segunda asa extracelular se localiza un dominio importante 

para la unión de feromona, y que la leucina 268 forme parte de este dominio 

importante para la unión de la feromona, y que a eso se deba el fenotipo que 

presenta la mutante 1 L4. Tanto para la mutante 5L3., como para la mutante 1 L4. se 

podría confirmar el efecto de la mutación por ensayos de unión a feromona y con 

ensayos de citometría de flujo. 

La clona 8L5 T(425)A presentó una respuesta ligeramente alterada 

respecto a la de la clona con el gen silvestre, pero no se puedo observar un 

fenotipo claramente mas sensible que la clona silvestre. Lo anterior contrasta con 

los resultados obtenidos por Chen y Konopka (1998) quienes describen que la 

misma mutación T(425)A, tiene una sensibilidad a la feromona (X 50% mayor que 

la clona silvestre; sin embargo, esta es una prueba de tipo cualitativo donde los 



resultados pueden variar cuando se hacen ensayos cuantitativos, como los que 

nosotros hemos realizado en este trabajo. Cabe mencionar que Chen y Konopka 

observaron que la sensibilidad aumentaba proporcionalmente al número de 

serinas y treoninas que iban substituyendo por alaninas, hasta llegar a los últimos 

cuatro residuos de serinas y treoninas. 

Por otro lado en los ensayos cuantitativos y de fosforilación, donde ven 

claramente que esta región del carboxilo terminal es un sitio potencial de 

fosforilación, solo los realizaron con la clona que tiene las cuatro substituciones 

de aminoácidos. Por lo tanto no existen datos cuantitativos para la mutación 

T(425)A comparables entre el estudio de Chen y Konopka y el nuestro. 

De las ocho clonas seleccionadas la 814 N(388)S fue la única donde la 

sustitución del aminoácido afectó la interacción fisica entre el receptor y las 

subunidades Gpa1 y Ste4 de la proteína G. Estos datos indican que esta región 

es importante para el acoplamiento del receptor con la proteína G, ya que el resto 

del receptor es idéntico al silvestre, y por esta substitución se afecta la cascada 

de señalización en respuesta a la feromona a, los datos de afinidad de la unión 

a la feromona son muy similares entre el receptor silvestre y el receptor mutante, 

lo que indica que el receptor recibe bien la señal, pero no es capaz de transducirla 

adecuadamente. 

Varios estudios que se han realizado con receptores de la misma familia, 

han sugerido que no solo las asas intracelulares sino también el carboxilo terminal 

del receptor tienen un papel crucial en el acoplamiento del receptor a la proteína G 

(Dohlman y co\., 1991), especificamente en los receptores 8 y f.l opioides, 

además de la tercera asa citoplásmica, la región del carboxilo terminal también es 

importante para el acoplamiento con la proteina G (Georgoussi y col., 1997). 

Otros receptores son los glutamato metabotrópicos, adrenérgicos y el de 

prostaglandina EP3 , para los que se ha sugerido que la región del carboxilo 

terminal juega un papel crucial para mantener el acoplamiento entre el receptor y 

la proteína G (Hisaki y col., 1997; O'Dowd y col., 1988; Prézeau y col., 1996), 

para el receptor de rodopsina se utilizaron péptidos de la segunda y de la tercera 

asa citoplásmica, así como también del carboxilo terminal, para mostrar que esta 
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región del receptor interactúa de manera sinérgica con la transducina 

(Ovchinnikov y col., 1988). 

El análisis de la estructura de la proteína G, además de varias evidencias 

experimentales con receptores mutantes, demuestran que la tercera asa 

intracelular del receptor es la que se acopla con la proteína G (Bourne, 1997). Sín 

embargo, el análisis cristalográfico de la proteína G sugiere que en algunos 

receptores puede haber regiones dentro del tallo del extremo carboxilo terminal 

que interactúe físicamente con ella, específicamente la región ubicada entre el 

extremo carboxilo terminal de la subunidad Ga y la lamina 7 de la propela que 

forma la subunidad G~ , vale la pena resaltar que entre estas dos subunidades de 

la proteína G se crea una hendidura con una superficie eléctricamente negativa, 

que favorece la interacción de secuencias catiónicas de los receptores que 

tengan una longitud entre 30-40 Á, no obstante en la mayoría de los receptores, 

las asas citoplásmicas no tienen esa longitud, por lo que proponen que la región 

involucrada en dicha interacción podría ser una región del carboxilo terminal del 

receptor (Wall y col., 1995). 

En el caso del receptor Ste2p, las asas citoplásmicas son muy pequeñas y 

la región del carboxilo terminal se extiende desde el aminoácido 296 al 431. La 

secuencia de aminoácidos que rodea la N388 contiene residuos con 

características que pudieran crear una región con carga positiva capaz de 

interaccionar con la proteína G, ya que a la N388 le antecede una lisina y 

después de la asparagina le sigue una treonina y una arginina. Si bien la 

asparagina es un aminoácido neutro y se substituyó por una serina, que es otro 

aminoácido sin carga, en la escala de hidrofobicidad, la asparagina tiene un valor 

de -6.64 y la serina de -3.40; por lo tanto, la substitución fué por un aminoácido 

más hidrofóbico que modifica la carga. Otro factor importante en la interacción de 

las proteínas es el volumen y la asparagina es un aminoácido con mayor 

volumen que la serina (Radzicka y Wolfenden, 1988). Además, se observó en 

un análisis de la estructura del receptor, con base en su secuencia de 

aminoácidos, que esta sustitución rompe una estructura probable de ~ plegada 

localizada entre los aminoácidos 383 y 393, sugiriendo que la asparagina 388 es 



un aminoácido esencial para mantener la estructura de la región del carboxilo, que 

de esta manera afecta la unión del carboxilo terminal del receptor Ste2p con las 

subunidades Gpa1 y Ste4 de la proteina G. 

El carboxilo terminal del receptor Ste2p se ha descrito principalmente como 

una región importante que experimenta hiperfosforilación. Después de la adición 

de la feremona a, el tallo del carboxilo terminal es hiperfosforilado en serinas y 

treoninas, y posteriormente este es ubiquitinizado en residuos de lisina, lo que 

estimula al receptor a entrar a la ruta de endocitosis (Reneke y col., 1988; Chen y 

Konopka, 1996; Zanolari y col., 1992; Hicke y col 1998). 

Hay también estudios del receptor que muestran, que después de estimular 

este receptor con la feromona a o algunos antagonistas del ligando, tanto la 

tercera asa citoplásmica, así como la región del carboxilo terminal, sufren cambios 

conformacionales; en ese trabajo, los autores discuten, que el cambio que sufre el 

carboxilo terminal no es suficiente para activar a la proteína G, y que por lo tanto 

esta región no es importante para dicha función, además sugieren la posibilidad 

de que el movimiento conformacional sea el responsable de promover la 

endocitosis del receptor (Bukusoglu y Jenness, 1996). 

En otros estudios se demostró que la región que comprende los residuos 

de aminoácido del 360 al 431, la cuál es parte del carboxilo terminal, participa en 

la formación de un complejo de preactivación (Dosil y col., 2000). Dado que la 

mutación 8L4 N388S se localiza dentro de esta región, pudiera ser que afecte este 

evento y por consiguiente la activación de la proteína G. Sin embargo, otros 

estudios han demostrado que el carboxilo terminal juega un papel muy importante 

en la activación de la proteína G, ya que cuando se remueve parte de este, (tA08 

y Ll.399) Y esta región incluye la asparagina 388, la capacidad para aparearse 

disminuye un 50% (Reneke y col., 1988). Todos estos estudios muestran que 

esta región es activa, y que además de tener una función reguladora dentro de 

la cascada de transducción de señales en respuesta a feromona a, tiene una 

participación muy importante en la activación de la proteina G. 

Mediante la utilización de una mutante y metodologías que permiten ver la 

interacción física entre proteínas. en este trabajo se logró determinar que la 
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región del carboxilo terminal y las subunidades Ga y G~ tienen una interacción 

física, además se pudo definir la región del carboxilo terminal del receptor Ste2p 

como un dominio importante para tal interacción. 
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6. CONCLUSIONES 

• Mediante mutagénesis no dirigida, fue posible obtener clonas viables de 

Saccharomyces cerevisiae con mutaciones en el gen STE2 que 

fenotípicamente se expresaron como alteradas en la respuesta a feromona 

a. 

• De las mutantes con cambios en las asas extracelulares solo la clona con el 

cambio L268S mostró un marcado descenso en la respuesta a feromona a. 

• La mutante que presentó en el extremo carboxilo terminal el cambio N388S, 

expresó el receptor en la superficie celular al mismo nivel que la cepa 

silvestre, sin embargo el cambió modificó negativamente la respuesta a 

feromona ex y la interacción física del receptor con las subunidades Gpa1 y 

Ste4. 

• El carboxilo terminal del receptor Ste2 de Saccharomyces cerevisiae 

participa en el acoplamiento a proteína G y en su activación, mediante 

interacción con las subunidades a y ~ de dicha proteína. 



7. PERSPECTIVAS 

A partir de la metodología implementada, es posible estudiar mas mutantes 

con cambios en las diferentes regiones, para dilucidar con esto, las regiones 

específicas del receptor que interactúan con la proteína G. 

Así mismo se podría establecer que región de Gpa1 y Ste4 de la proteína 

G, están involucradas en la unión con la región carboxilo del receptor, pudiéndose 

con esto, avanzar en el conocimiento acerca del porque la traducción de señales 

se modifica. 

Los datos del trabajo sugieren que la región carboxilo terminal tiene un 

papel relevante en el acoplamiento a proteína G, así como en su activación a 

través de las subunidades eL y ~, sin embargo debe considerarse el hecho de que 

la región carboxilo participa en la formación de un complejo de preactivación, lo 

cual también podría dilucidarse a partir del estudio de mas clonas mutadas 

respecto a su respuesta a la feromona y a su interacción con las subunidades 

mencionadas. 

El hallazgo de la participación de ciertos aminoácidos de la región de las 

asas extracelulares en la respuesta a feromona, abre la necesidad de indagar 

respecto al papel que estos juegan en la unión a la feromona, además de las ya 

descritas en la bibliografía. 

Al entender como se dan las interacciones receptor-feromona y receptor

proteína G, es posible utilizar el receptor de Saccharomyces cerevisiae como un 

modelo que permita estudiar el efecto de fármacos y extrapolar el efecto, a otros 

receptores de esta familia de siete dominios transmembranales, que participen en 

procesos patológicos. 
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tract 

he Ste2 gene encodes the yeast a-pheromone receptor that belongs te the superfamIly of se\·en-transmembrane G protem-coupled 
ptors Bmdmg af pheromone induces actlvatian of the heterotrimenc G protem tnggenng growth arrest in G 1 phase and induction of 
:s required for matmg By random PCR-medmted mutagellesis we ¡solated mutant 8L-+. \VhlCh presents a subStltutlOll of an asparagme 
iue by senne at posnlan 388 of the a-factor receptor. The SL4 mutant strain sho\\'s phenatypíc defecrs sucll as: reducuon in gro\\th 
sr after pberomone treatment. diminished actlvatlon of the Fll.\l gene. and impaired matmg comperence. The asparagme residue lies in 
;econd half of the lntrdcdlulaf protrud1l1g C-termmal tail of the receptor. "nd lIS replacement by senne alTects mteractlOn wlth botil rhe 
and G0 SUbUlllts Slllce e\pfcssion 01' tbe receptor as well as its kmetic parameters. le. hgand a1'finity and receptor number. are 
Tected 111 rhe mutant stram. \\e propose rhat assocli.ltion 01' the C-termmal tail of the receptor \Vith Ga and G~ subumts IS reqUlred ror 
)er actl\' atlon of the heterotrimerlc G protein BesKks its descnbed role In downrcgulatlon and in fOflTlation of preactl\ atlan comple'\.. 
-csults here shown mdtc.ltt: th,lt the C-terml\1a! t¡¡d 01' the receptor pldys <lIl active role lI1 tran~mtttmg tbe ~ttml\ll\$ 01' mating phcromone 
le hetcrom111cric G plotelI1. ,ti 2001 Fcucrat!l)!l 01' Europcan Mlcrobtologlcal Sm::letlcs Publlshed by Elsc'vler SClclKe B V Al! nghrs 
rveJ. 

IIII'¡{I Stc:~ C-tC::lmIIlLl~. G prOKIIl Slgn.ll tr.ln~ductll)n. Sllw::turc fllllclIon YC::,bt . . ';(/(¡!rWOId) (('1 ((')('1/'11/(' 

ntroduction 

!lating phcwmonc ll1dllCC~ a COI11ph~\ rc~pon~c 111 Sac
mm)', C'\ Cl'r('I'/.lla(' haplOtd cell~ thclt lcad .... lO growth 
!~L inductlon l1r tr~lll~cliptiOll 01' s\!\cral gcne~. indud
Fus!. ch,\nge" 111 mnrphology, and cOll)ugatlOI1 \vlth ~I 

¡larly ¡nduecd haplold cdl l)r tllC OppOSltC matll1g typc. 
tll1g phcroI1lonc bll1d::-. lo ceH typc-"pcc1l1c receptors, 

21' 111 \rUfa cclb [1] ctnd SLo.:3p III .Hurct. cell .... [2J lhat 
coupkd to hdcrotnmcnc G protellb Lpoll blndll1g 01' 
rOIlh)IlC. receptnr .... clt.t!y7e dlS"OCI~¡1\l)[1 nI' Ci protcin. 
Jl~ (j(/. .Ind (Ir)'! I1lt)lel!e'i. (j¡\y In lurn lng:;er .... (éllular 
l()ll~e .... l~l 

Actlvated rcccpwr" catalyn the cAchange of GDP ror 
GTP at thc l1igh-affini!]' bll1dl!lg :;ltc for guaninc nucko

tldes. locatcd In tlle ü. subuI1IL thus initidtll1g a wdl-regu
lated di::-.sociation-reassociatiol1 eycle. New light has bcen 
sheJ 011 lhe mcdu!1Isms 01' G protein aCli\ atioll by Cf) ::,tal 
structurc'-' 01' (r('II1Í)I'!: 141. CJ('J'I~IYI [5J. and free G~I'fl [el]. 
The-.;c d~lta akmg \\ll11 b¡oc!1c1l1iCal stuJtC~ Illd¡c.tk th~¡t 

cont,lct oC ligand LO the binding ~Itc oC receptor Induces 
conr,)rl11,tliOllal ch<lllge:-. in transmembranc dOl11ains lh,\t 
~¡rc u¡lTercnt 111 thc .lctl\.tted 01' in:lcti\cltcd <..tales nf reccp

llir-.; [i] !nitul .... tLldle .... \vllh the ¡3-adrél1erglc rcceplOr .... 
L!e!11\)Il-..tr;¡ted \hat rCl1h)\;t! 01' rC""ldues l'rnl11 eaher end 
l)! the tlllrd Illll.¡cdlul.¡r dlill1,llI1 UI1c\.)Llplcd lhe receptor 
i'n)Il", C,,_ :llld llwU\lnl1"" \\ ¡lhlll lhe ::-ec()t1d l11l1 :lcellu!;¡r 

dl'I1l.l:n ,llh) .t'. ~~lC pr,l\lill,d "'::ld el! :!¡e C·krllll11;¡] u:l 
1'.:d1lL\:d tllL' 1.:I:il·le!1C) (lt' ~·(lll;)ltll~': In ;¡ddlli\)!l ¡hC!L' :¡rl' 
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tors tbat retain binding of cognate hgand wlth high 
11ty but are incapable of signal transduction by them
es [8]. Subsequently. point mutations and chimeric 
stitutions within these same reglOlls contmued to point 
heir involvement in direct interaction witb tbe G pro
. So far, tbis has been demonstrated for the blOgelllc 
ne receptors (adrenergic, muscarinic, serctonergic). 
tide receptors (angiotensm), and rhodopsm [9]. 
:arboxy-terrninal tails of serpentine receptors vary con
:rably in their amino acid sequence. In the case of the 
st a-pheromone receptor. the cytoplasrnic carboxy-ter
lal tail extend'l at least ! 30 ,=~mino ~lc1d residues out 

11 rhe rnembrane. Although the C-termmus of the re
tor interacts physically wirh its associated heterotrimer
J protem [10,11]. mutagenesis studies have shown that 
s not required for ligand blllding, but IS involved in 
=nsitization after pheromone treatment [12.13], and in 
11ation of a preacti\latlOn complex with its associated G 
tein [11]. 
~ven though receptors lacking the full C-terminal tai] 
capable 01' signaling upon binding of a-pheromone. 

e we describe a point mutation in the C-tail of the 
lctor receptor that diminishes coupling \vith the G pro-
1 by altenng eontaet to both Ga and G~ subunits. 

\tlateriaIs and methods 

Slrains and media 

~he Jeast strams used in this study \vere: W303-1A 
ut(l. acle]. IlIs3. lell]. trpi. lIra3. canl~IOO). 'vV303-3A 
ata, Clc/e]. ¡¡¡s3. leu]. rrp 1. um3. canl-100. src]: [eu:!). 
,03<~8 (lv/arcl. mle], hId./ell]. trpI. lIIu3, <¡.Ir!. canl-IOO. 
? [e1l]). and 70 (Jlura. (lid. nlet/). Eschencluu coli 

lln DHa5 \\~b useu ro propagatc shuttle vectors ano 

omblnant pla::>ll1H.is YPD medlulll conslsted of 1"" 
~t extraet. 2';;, bacto-peptone ano 2'Y:, glucose. SO ITIII1-

ti mCdl1.1111 conslsted 01' 067'% yea::;t llnrogen base with-
<lmin\..) <.tclds (Dlfco) ano 2r¡~l gluco"e. SGdl meJium 

ltamed 0.67':'" yeast nItrogen base ano 2'~<. galaetose 
and SGal milllmal media \ven:: ,>upplcmcntcd \\ith 

rcqu¡n:::c! amlllO acids (50 ,ug 1111- 1) 10 ~ckct for pb.l'\
.i. lOO ,u.M Cu~· \\as uscd to 1l1ducc constructs In thc 
UP \Ieci.ol. 

PCR-IIIL'dw!c¡( rtlm!ul/J IIIl/{UgCI/('11I' l/m! 11l1I(ml( 

Ic!Ci'!WII 

['he ~')'IL':; open readIllg I'rame (ÜRF) \\.1'> '>ubjected l("1 

Idt)!l1 l1111¡<lgel1c,>i~ h:;. PCR <lllll,llli-.:alltlll ,!" lk:"Cllbcd 

1 ~ 111\1 :-"'111~ (lll"I!...'~ld nI" \'Ig~ ) ,IIld ~~(J p~1 d,~T!\ 

':Cj'l f"r d;\rp \\hlCh \\.1'> 12~ p\!l \\(1"; ll"ed ln ¡h( 
(t](\n 1 he .)!I'_' 0[{1 \\.1,> .llllpl!¡"ll·d ll'>lllg \lilglhlell\) . 

.. k,lUdl..·'> dll\.:Ckd d~!.\I:l,,1 ¡IlI2 ~' .\11\.1 .-:.' Clll~' 111al inll,'· 
~-:d .. 1 ti;\..' ,.l:'h': 1\111-: \,01 q~,\,,¡l',):i 2\ ,iild fli'-¡,,\ Il~ 

nuc1eotides beyond the stop codon) restriction sites respec
tively. The PCR conditions were as fo11O\\<. 5 min at 9.t°C, 
SO eycles of 45 s at 94°C, 45 s at 55°C, and 60 s at 72°C. 
with a final extension of 10 min at 72°C. PCR products 
were digested with ScoI and r./sp718 and subcloned into 
the peup vector pre\iously digested \\Ith the same en
zymes. This placed the Ste2 PCR products under the con
trol of the CUPI promoter. The Ste] mutants were se
lected as follows· W303-3A (Ste2p-kss strain) was 
transfected with the pCUP-based librar,. plated on SD 
medium v.ith amino acids and incubated for...J.8 h. Patches 
were replica-plated to YPD containing a lawn of .\1...1. Ta 
cells and íncubated at 30°C for 5 h. Mating patches \\ere 
rephca-plated to mínimal medlum and incubated at 30°C 
for 48 h to seleet for diplOlds. 

2.3. Pheromol1e response assays 

Response to a-factor was tested by nl0nitoring ceH 
number and inductlon of Fusl-LacZ fUSlOn protein [14]. 
Strains to be tested were grown until the mid-exponential 
phase in selectlve medium. 5 X 10"7 cells \\ere then trans
ferred to selective medium containing 100 ~M CuSO..¡. to 
induce pCUP constructs. Finally a-pheromone was added 
at a final concentration of 1 ,ug mI-l. Cell number \vas 
determined after 12 h incubation at 30 C

( using a cel! 
counting chamber. The effect of pheromone over the mat
ing pathwa:;. \yas determined by quantification of ~-galac
tosidase actlvity as described [1-+]. 

J 4. QU([J1lIrarire mar1l1g assays 

Quantitat!\e mating assays \\ere done as follows J/m(l 
'vV303-IA and W303-3:\ containing the desired plasmids 
\\Iere gfO\vl1 unu] the mid~exponential ph:'bC ll1 selectl\e 
mcdiUI11 containing 100 ~M CU2S0..¡. IX Hi' cdls \\ere 
mixed \\lth Ix 106 cells of the tes ter stn.lll1. colk:cted on 
el nitroeellulose membrane filter. and pl<.h.:~J on a YPD 
plate plus 100 ,u.M CU2S0..¡. Piares were !l1cubated ror .5 h 
al 30°C Thc eelb froIl1 edch filler \\ere ::>U:-péllucd III \\ater 
and plat¡;;;d un SO médium for Jiploid seketlon 

:: 5 CO/lIrrllCIIOI/ 01 l!Je GFP-SII::: jU1/01/ jliOle/I/S 

A O.7-kb rCR fr:.\gmcllt (Ir the gene en-:"Jlng thc pLlllt 
ver~ion of lhe gn:::en !luorc::-ecnL proLcin (GFP) \\,IS g":l1er
ated \\¡lth l,l¡godeox:;. nuclcot1de~ cont<l!llll1g .Veo! :-:.ite:-, (aL 
pOSltlOllS::' and 415. re:..pecli\cl~). Thls t'n1gment \\";J:-, ~ub

clolled I!H,) pCUP ~le2 COlblrW.;h npel1eu <ll .V( ul r111'\ 
gav..: aIl lIl-el'ame COlhtruetloIl l)]' GFP (lhCd lO the \"
ICr!lllIlLl'> \JI· lhe Sl-:2 re-:eptor und-:r lhe ... \ll1trnl uf ¡he 

copper pl·\~I1l\\l.:r 
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=scence with a Bectan Dickinson FACScan, using the 
L-Quest software, Transfected cells were grown over-

at 30°C in SD mediurn supplernented with the re
d amino acids and 100 J.lM Cu,SO,. Cells were eol
l, washed twice with cold watee and kept on ice \vhIle 
cedo 

InleracnOI1 assays 

says of physical mteraction \Vere done with the 
~-B42 t\\o-hybrid systern [14], The fragments encod
he C-terminal raíl of wild-tYge and mutar t Stel were 
.ned by PCR introduc1l1g a restriction site for EcoRI 
)sitien 913, The PCR products were first cloned imo 
5)11 and then subcloned into pEG201 digested \Vith 
ame enz,me. The full-Iength ORFs of Gpal and Sle4 
subc10ned into plG4-5 as in-frame EcoRI-XlIOI frag
s obtained by PCR amplification, The S. cernisU/e 
chltinase gene (elsl-1), amplified by PCR using olí
oxynuc1eatldes that mtroduce EcoRI and XhoI re
ion sites. was subc10ned into pEG102 for use as the 
action-negative controL Strain W303-1 A was trans
d with two-hybrid plasmids and grown in SGal me
l at 30°C for 15 h. Protein interactions were deter
d by the ability of recombinant proteins to induce 
~ssion of the LacZ reporter gene, located in the 
18-34 plasrnid. 

Bll1dmg a<;says oi a-pheromone 

)-Labe1ed a-factor was prepared and punfied as pre-
31y described [15]. Pheromone binding assays \vere 
. as descnbed [161. ["SIH,SO, IVas from leN R,ldio
licals. Cclls grow111g 111 SD medn:m were induced with 
u.M Cll~S04 4 h bcfore binding assays. 

esults 

le Stc2 rcccptor-cl1codmg gene \\'-1::> mutagcnized by 
<lmphlkatiO!l using condition::; that reduce fidehty 

)NA ,>ynthe"i::, by Tcll] D:\A pOI~dl1era~C el'> described 
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Flg, I Etfeet of o.-pheromone on Fu,,! mduct10n <md growth rropertle~ 
ol' IIe2 cc!b carr~mg pCCP construct~ Cdls harbonng plu»ITIH.b \\cre 
gro\\11 unO! mld-<:':\poll.:ntiul phase In SO plus ¡he rcqum::d dmmo .¡cld>.. 

5 X IO~ cells were Iransferred 10 2 mi of se!eCl1\e mcdium contammg 100 

!J.M CU2S0~ a-Pheromone \\d~ .¡dded dI a nnul concentratlon al' 1 ,ug 
ml- t , Cultures \\ocre incub.tted for 12 h al 3()°C. A: ~-Gdldctm¡dase ae
tIvlty B' Ce!! number Soild bdr, no receptor Open b.l!. \qld-type re
ceptor. Hdtched bar. SL4 receptor 

before [14]. In th1S set of experiments we determined an 
error frequency of 0.2°;') Mutagenized Ste2 ORFs were 
subcloned into the Cu:'.--inducible \'ector pCUP. generat
ing a hbrary of about 100 independent clones, Based on 
the analysls of inserts from 10 randomly picked clones we 
estimated 80°;;) recombmant plasffilds In the pCUP library. 
The library \Vas used 10 transfect the sterile strain sle2, In 
a first screening we assayed the transfected strain in a 
diploid fonnatlon aSSél} , identifying defective Stelp recep
tors by thelr inability to rescue th~ Ste2-lackmg mutant 
from sterility, In this flrst approach. we found a broad 
spectrum of clones, from tilose that totally reversed the 
sterile phenotype of the \'te2 mutell1t to tho::;e that com
pletely Lt¡jed to restore matmg, \;ie focused on the clones 
that presented an intermediate phellorypc f1'om \\11lc11 \ve 
sdcctcd mutant 8L4 for rurther and detalicd eharactt:nza
tion. Sequence analysls of the 8L..+ mutant showccl a tran
sltiOn A to G at position 1163 thar crcdtes the replacemcnt 
01' :"J(3SS) by S, Thls rc::.Hjue 1$ IOCcllCd 111 thc putativc C
terminal tad oi" lile Ste~ receptor. The mating efficlcncy ol' 
the SfC] mutant carr)lI1g the SL4 al le\..: 01" the receptor wa~ 
c::.tunateu to be "+5'1., 01' the strain carrying rhe wdd-type 
receptor (Tablc 1). Expr,::::,slon of the mutant receptor dld 
ilot :tn',',,:1 rn~ltlng 01' ,,'lthcr tl-,~ wi~,,~-tY'I,e ::.train 01' thc ,\ie2 

~trall1 expn::'>::,lng the \\ lld-typc allck 01' the rcct.:ptor (not 
sho\\n1. w!1H.::h indlC<.\tc". tht.:: rt.::CC:-',>lve characler ¡.)f the 
"te::!'\,' ':-,,~,". mutatlOl1, 

OCCUp~II1C: of rcceptor by phcromonc induce" ,lctlvatlon 
nI' G prOle1l1 \ I~t gU~\1l1Ile nuclcoodc c\changc 111 tlle Go" 
'UbUlllt. Free G¡3'j dllllel- in turn ,letl\,lte". e: c,i~c~dc e¡j' 
ph(l".plwryl:IIHllh, \\l1lc11 !cad". to ,:!n1\\ lh .11TC'[ 111 G 1 
phd"\..' dlld lr1:,!~CI:" C\I,rc-"",¡()1l (JI' gene". rcqulrct: I~H .... lIpll)id 
l'll\l11,\[¡lll1. lllle ()( \\hll.::1 h 1"1/,\/, Ikr..: \\C lI"cd, .1:-' ,1 n.:-
11(\rler \ \( 1 11,.: ¡~i\\..'i ,':11\ In"::-,t":I:\ .11l'd :~,' lh \\:1:- .. \ 1\\";:(111 pi (1-

L:tt1 \1r ¡ l:':!' \\11:1 ::1~' :~,~..:;,,':'j:iI ¡i-:;,d.IC1<..1,:d,\'",,,:: \\I1\hl' ..:\-
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on is under the control of the Fus! promoter [14]. As 
e observed in Fig. lA. the ~-galactosidase actlvity of 
:rain carrying thlt 8L4 receptor is reduced by about 
indicatmg that the mutant receptor is deficient to 

:e expression of the FusJ gene upon stimulation 
a-pheromone. This observation IS consistent with 

ffeet that the 8L4 receptor has 111 the induction of 
th arresL Le .. cultures of the strain expressing the 
nt receptor sho\\ed about t\vo times more ce lis than 
: expressmg the wild-type receptor (Fig, lB). 
le lo\v sensitivlty to a-pheromone of the stram ex
,ing the 814 receptor could be due to either an alter
L in 1tS expression and/or inabllity to reach the plasma 
brane, To address this question \\'e devised the fol
,1g protocol to detect the mutant Ste2 receptor. A 
!TI was made between the Ste2 receptor and GFP as 
:ated m Section 2. Fluorescence of GFP was measured 
its distribution was analyzed with a Becton Dickinson 
:Scan employmg the CELL-Quest software. As con
, we analyzed the distnbution of the wlld-type Ste2p
) fusion protein and GFP a10ne expressed under the 
:rol of the Cu2- promoter. As seen in F 19 2A, cells 
sfected with the pC15P-GFP plasmld dlsplayed a elear 
: to the right compared to control cells transfected with 
5P a1one. The average ftuorescence increased eight
. from 8 lo 69 arbitrary fluorescent unirs (AFU). A 
.lficant fractlOn of the cell population transfected with 
JP-GFP displayed ftuorescence above control levels. 
;1 of the ceH popu1ation transfected with pCUP-GFP 
Jlayed a ftuorescence mtensity hlgher than 25 AFU 
1pared to only 0.5'% of the cell populatlO11 transfected 
11 pCU P. In cells expressing the h} brid protein Ste2-
p, the average ftuorescence mcre(lscd 3.1-fo1d (from 8 to 
AFU). v.hik !f1 cells expre::.sing the St..;2~I~x¡.ns-GFP 

md protein the <.l\erage fluorescenct: lllcrt:a~cd .2 7-fold 
)111 8 to 22 i\fU j. rn cclls c,pres::'ll1g cithcr 01' the h)'
d protcin~ a signitical1l portlOn 01' ¡he ct:l1 populatl0n~ 
playt:d a nuol'l.!sccnce intensity hlghcr than 2.5 AFU, 
/;, fol' thc Ste2-GFP hybnd <tnd 3911" for lht: 
2/\/( 388)S.,GFP h~brid. From Lhe:,c rc~u!t::, \ve dr<.\\\ 
.) major conclusioll<;: (<1) hybr¡d protcms are ovcn~,

'sseu \\ 11h rc~pect to controb. but lo lo\\er lc\'l.~ls than 
:p <.llone (thls clrect could n::~L\I¡ 1"1'0\11 the normal rcgu
ion ¡hat controb the cndogc:nous Stc2 protein kve! im
~ed 1,.)\-';1' ;;~C h~bl¡ü r}¡·I..~t"::-l1b), ,\11d (b , bOlh \\¡ld-lYl)l.~ 

J mUl:.l11l Slc2 hybnd prOlell1,> dl'iplct~ :-:'lmddr e:-..prcssion 
el'>. On the olhel htlnd. lhe inlel1:.il y." l)[' !1uorescence 
lCIH.kd dln:clly 011 lhe do::-.c 01' Cu~ (nol ::-.hD\\n) 
in .lddilll)ll. \\'ild-t~pc n.:ct:Plor t'u..;ed lO (i!-P IS abk lo 

l~ re\«']''ie ¡he ll1 cttlng: Jel1clc!lc~ 01' lhe If(':: null l1lUl,lnt 
19 2Hl- T111'-, rllllCllon,¡) le:>.l Indlccllc:>. lllat lhe hybrid 
llCtn l'eUllh lh ~lht!¡t~ ti) 1(,,11...'11 lhe 1,1.1"111:1 1ll1..'mhl:111e 
d [,1 :lt..'ll\,lli...· 1111...· ¡~hl...'r\1I1l\lnc lC")"1\\11"": p.Uh\\<l;', \n dd-
1\111. lit....' ;-,\ 4 (¡¡-¡> tU"l\ll1 prllll...'\:l l' ,ti~k [(1 11l\..~11,1[1...' 

'¡,n:; ,1\ ¡lh: ",111ll' ~'.:\¡,;l ,e" ¡hl...' ;-,L! ¡l'~,,'!'!<l¡ ,¡j(1\1I': d(~\.> 

, " - ,J' 

Tablco 2 

Agomst bmdmg affimty dnd cell :mrface e'\prcssiOo 01' wlld-t) pe and mu

tant receptors 

Ste~ allcle K,j (nM) Btn", (SItes per cen) 

Wdd-type lS±05 4200±-J.OO 
ste2",R~I<; 1.91:0.7 36001:600 

ste2.::!. nd n d. 

The ¡nd¡cuted Ste2 <ll1ek:s \\ere o:'.pre'lsed from the pCCP plasm!d 10 

slralO W303-~8 (.HoJa 1/(/e2 hl\3 1m2 trpl. /{f'a3 s,lr!. canl-100. \Te]: 

Le!!2). Cells \\e1'e treatcd \\lth cldlOlabeled a-pheromone for 1 h al 

30°C Vall\es 'Were cakulated b~ nonlinear regrcsslOn of d,lta obtained 

from threc 1l1dcpcndcnt transformants .Is~,\)cd by dupllcated n.d, spe

clfi.c b!nd1l1g no! detected 

N(388)S mutQtlOn does not alter cel! surface expresslOn 
of lhe 8L4 receptor 

To determine \vhether the N(388)S mutation in the 
a-pheromone receptor affects ligand binding we carried 
out equilibrium bmding studies \vith 111tact cells. The af
finity for cx-pheromone (K.\), measured as a factor of the 
apparent equilibrium dissocHüion constant (l/Kd ). and the 
steady-state levels of ceH surface receptors (BmJ.x) are 
shown in Table 2, The 8L4 mutant receptor possessed 
affimties for a-factor (Kd ~ 1.2-2.6 nM) that were ldentical 
to the values obtained for the wild-type receptor (Ka ~ 1.0-
2.0 nM). These values are essentially the same as those 
previously pubhshed [l5.lí). The BmJ.:>' values indicate 
rhat wild-type receptor vaned between assays [rom 3800 
to 4600 receptors per ceH and 8L4 mutant receptor varied 
benveen 3000 and 4200 receptors per ce]] 

The results sho\\ n aboye mdicate that the defective abtl
ity of th~ ste2p mutant receptor to mediate growth arres! 
and matll1g inductlOn cau51..':d by the point mutation in its 
C-termll1al tail could not be accOt1lHed for elther by altcr~ 
ation 111 ItS kmetlc conslantS or by protein destabihzation, 
Therefore the dcficlcnt Hct!\ ¡ty 01' rhe SL4 receptor should 
b~ du~ to railure to actlvat(: adequatel~ the hcterotnmeric 
G protcin. 

Smcc N(388) 15 10cateu lJl l11c e-terminal cytophlsmlc 
t~u¡ oC the Stt::2 n.:ceptor. \\C 111casured the abdity of mutant 
and wlld-typc C-terminal dom<.tms lO bmd Ga (Gpa 1 p) 
and G[3 (Stc4p) 5ubunib employlIlg lhe two-hybrid sys
~em. The t'ragment encodlllg the C-tcrmll1al taíl of the 
Stc2 receptor \\Cb 5ubcloned lnlo pEG202 plasmid in 
I'rame \\llth the Ln I D7\iA blllLilng domalH, pL.u..:ing lhe: 
hybnd j1rl)lein undel' the cüntrol of the constitutlvc .ld(¡J 
promOler. (;j1u! and .)·fc-l \\¡ere ..;ubc\(H'led mto p.lG-+-5 
plaSlllld rU'icd lo lhe B--+2 lran"cnplinn élclivation dom .. tin. 
WhlCh j" c'\pl'e~"eJ \\llh lhc Gu!J-1HduC1blc rromotcr hg 
~ 'i110\\\ !)~g~lbctn'i](.Ll'iC ctcllvit) indueed by IIllCracung 
p.tll':., T!le l\\\)-h~ bnd .l .... "d> tklCClcd [kIt lhe C-tcrmin,tl 
I:U\ ()r ¡hL' :\LA rL'Cepl\ir 11.)\ .1 rcduccd c .. lp~lt:ll~ (50"',,) tL) 

,1'\ClCI,llc' \\\111 b(l[h ,)h:+p ,md (q,.¡l!'"I "UhUllll-;, 1'111\ 1'> lrUé 

l\l! llile..: \lhkp":lll!cnt ... ll'I~L'" (~t ~',\~'il Il1ll'L¡CIII1:.': ¡~,\\r d"

",l~ed 111 dll)'"lhc"llc' (\lllli'\\i "':\jlL'¡il1k'\:h 111,1>1..: \\\lh lhc 
,~,t \.l']; ,!:h! \\,I<.I-:::~~, :....:..:2·l (l())¡ ,', :::'~:,-'''h ," hil\.l,;:c.: 
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aclivalion 
dornain 

binding 
dornaln ~_galaclosidase activily (Unils/rng of prolein) N-----, 

SIe4p SIe2p -- lOl.E 8.0 

Ste4p S 2 N(J88~ le p ~ 57.5 ±4.0 

Gpalp SIe2p 212.3±4.8 

S 2 N(J88)S Gpalp te p ~ 
'-----~_,-c N(388)S 

I llí.0±9.3 
C=c 

3 Ph)-Slcal a~~OClal¡on of \\lld-type and SU· nxeplOIS 10 St~-+p dnd Gpalp subu1llts Stra111 W303-1-\ transfcctcd \\1111 the pl.lS1ll1d~ 111dlcatcd 1Il 
)1l ~ \\as grO\vn untd ¡he mHJ-e:>.ponentIal ph,lse 1Il SO sekct1'v~ mcdtum 5 x uf celb werc ltan~ferred 10 hqmd SGdl medlUm .llld 10cubdtcd ,lt 

for 15 b The [3-gdldctOSlddS~ dCtI\lty c:Jrr~sponds 10 the a'v~ragc valuc of tbree mdependent dones .lssdyed m dupllcare The actl\dlton dOl11dtn 

;ponds lO B42-fused protetns doned 111tO pJG4-5 Thc bmd¡ng dOl11<l!Il corresponds to L~xA·fu~~d protel11s cloned I11lO pEG202 .\ dtdgram ol" lhe 
lor mdlcatmg loc,ll¡zallon of ¡he );(388)5 mutatlon lS shown 

.ain measured alone and \vith the S. cere¡'lsiae endo

nase (Cts 1 p) as activation domain showed ~-galacto
se activiues ranging from 0.5 to 4 U mg- 1 of protein 

sho\vn). These data clearly mdicate that replacement 
he N(388) residue results in reduced contact between 

C-terminal tail of the receptor wnh both subunits of 
G protein affecting the transmission of the pheromone 
ulus, 

>iscussion 

~veral studles \\ ah a \-anet)- of G protein-coupkd re~ 

o1's have suggestcd that not onl)' their llltracellular 
15 but abo their (:arbo'\y-terrnll1al taIls play el crucli.1i 
lJl m<.unt<'llDlng el proouctlvc G protein coupling: Crys

~tructures ol' hdcrotnmenc G protcill as well as blO-
11lcéd ami rnutagencsl:::' sludies indica te ¡hat lhe e-ter
al raíl of ¡he Ga. SUblllllt ll1tl!racb dlrcctly \\lth the 

ptor pcrhap~ in ,1 düIl1:.tin rOl m:J by trdlblllcmbr,llle 
on5 J. 6, and 7 [10,18], In thi" modcl the receptor'" 
)o'{y-termin,l1 tail may be dccoml1lodakd in the intcr-

bct\\'ccn Gec ami G~ll111eracl¡ng: \\ lth buth :::.ubunib. 
1 t111', \York \\c de..;;cnbe that the l·eplaecmcnt of i'.{3t.;8) 

S ji, the C-t.:ii111ilétl 1<'111 leéids tú rcduc..::d ~'ontacl bc
:11 thc o:~phcromOIlC n::ccplor ami lhe Go: ,lnd Cir3 ..,llb

~, ..ltkcting _lclI\,llll~ll nI' the G prlHCI11 Upüll bllll\¡ng: 

,he rl)(110 llt:. Sub..,lilllli()ll nI' 1\ h~ S (1 e, ch,lllge" in 
,~ tlI1d \an del Waab \'()Iume) dI lhl~ p_lrl1Cul.\r pO ... l-

(h ... rupt" ~1 Plltdli\e 1)-"ht:eL "ll'llcture local\:d ,ll re~l

.... )S.~ .-'(n,·! 111 .... "ll.:'-gc~t~ lh,ll lhe ~()S:--:) rc"itlLle. l.llllel 
1 I>C111:; ,1 (('IlL\(.:l pnill1 ltl b(llh "uhUllll\ n¡' lhe el 
h,'II1. 1'> '>'''l'I1l1,!l h\ tll,ll111,l\1l the hllHllllg "lnlCll!rl' (\1 

( -leill1tlUI Lid (el nl"llh \.df ,Iilli (JI) "UL,Ul1lh :---'(.~~~I 

\\1[:1: 1 r':"I\.:l!~' :1,1) _1~!, \\!lil..'h 11.\\,: bl'C!l \lll¡'I:l..·.l¡~·d 

plexes [11]. Taking this into account. the recessive nature 
of the N(388)S mutation indica tes that the e-terminal taIl 
of the mutant receptor is defective in promotmg the for

mation of preactlvatlOll complexes and suggests that these 
are a required step for G protein activation upon binding 

of pheromone. 
The a-factor receptor undergoes a pheromone-depen

dent hyperphosphor)-lation of the C~termmal hydrophilic 

domain that media tes downregulation b)- pheromone
stlmulated receptor endocytoslS [19], Although it \\as 
shown that the C-termmal domain of the ex-Llctor receptor 

is unlikely to play an essential role in G protein activatlOl1. 
S1I1ce truncated receptors lack1I1g thJS reglOn remain re
sponslve to agol11st [12.13J, the results descnbed here in
dicate that tlle e -terminal tall 01' tlle receptor. wllen 
presenL plays an dcm e role in slgllal transduction ami 

I1lcl) regulare G protelIl actlvation In faer. remo\al oC 
the e ~h::nninus lS nOI lGt<llly 1l1ert for receptor function. 
)incc one 01' the descnbed trllncations of the C-tcrminu:. 

(lhe :'lH.::alkd 0.-1-08), \\111c11 lack:::; the cntlr..:: (-terminal téll!. 

reduecd mating to 50" '. [13]. 

Aclmo" 1cdgcmcnt~ 

Thi" \Vork \\<.h partlally l'unded by GléUlh 2250PN cllld 

2~() 15N fr0111 lile Corbe10 NaCIOnal de CiencléI y T eCIlO

h\~.da, ivkxico \Vl: lllallk ivIr ..... Sl)kdad CUe\:!r:l rnr tech-

11 IC<.I 1 d~"I"tancc \Ve ,lCKnO\\ lcdg:c \tLlrceb ::'n"a ~l11d GU.l
dalup-.: C"di/:' rrolll lhe \'I,)lecular 131l11ngy F.1cilitie:. ,tI II:C 
¡'(ll' n)¡gl~deoxynllclelllld,.:: ":-11111e,>l" ,ILd Di\. \ "CqUClIC111g 

", ,ii]) \ \ 
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