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RESUMEN

El receptor para feromona o (Ste2p) de la levadura Saccharomyces
cerevisiae pertenece a la familia de receptores de siete hélices
transmembranales acoplados a proteinas G; estas hélices transmembranales son
conectadas por tres asas intracelulares y tres asas extracelulares. La unién de la
feromona « al receptor, activa a la proteina G heterotrimérica, causando un
cambio del nucledtido GDP por GTP en la subunidad Ge. esta union de GTP en la
subunidad Ga libera a las subunidades Gpy, las cuales a su vez activan una
cascada de cinasas que generan una serie de respuestas celulares que preparan
a la celula para el apareamiento, estas respuestas celulares incluyen: La
interrupcion del ciclo celular en la fase G1, cambios en la morfologia celular (forma
de pera, que le permite a la célula elongarse hacia la otra célula para su posterior
fusion), y la induccion de genes que intervienen en la formacion de la célula
diploide, entre ellos el gen FUST.

Los dominios funcionales del receptor para la feromona o son similares a
los dominios de otros receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), pero los
GPCRs no tiene secuencias de aminoacidos consenso que permitan identificar los
aminoacidos  importantes para su funcionamiento; en el presente trabajo se
describe la caracterizacion de ocho mutantes del receptor con solo una
substitucion de aminoacido, de las cuales tres presentaron un fenotipo similar al
receptor silvestre y cinco fueron diferentes fenotipicamente al receptor silvestre en
cuanto a: la actividad de interrupcion del ciclo celular, la disminucion en la
activacién del gen FUST y defectos en el apareamiento. De las ocho mutantes
mencionadas, la mutante 8L4 con una substitucidon de asparagina por serina en
la posicion 388 localizada en la region carboxilo terminal, mostré cierta deficiencia
en los ensayos de interaccidon con las subunidades o y § de ia proteina G.
Ademas esta mutante mostrd deficiencia en la induccion del gen FUST, en el
apareamiento y en la interrupcion del ciclo celular. Sin embargo, en los ensayos de

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



cepa con el receptor silvestre. Estos resultados nos indican que la regidn
carboxilo terminal del receptor Ste2p es importante para el acoplamiento con la

proteina G.
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ABSTRACT

The «-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 FUST 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 Gpa? and Ste4 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. INTRODUCCION

1.1 Ciclo sexual de Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae tiene 17 cromosomas en la célula haploide, los
cuales se duplican para permitir la formacién de dos células hijas a partir de una
celula madre con un contenido idéntico de ADN. Este proceso consta de cuatro
fases: la fase S que consiste en la replicacion del ADN, la fase M o mitosis que es
la fase de division nuclear y citocinesis. Estas dos fases estan separadas por dos
periodos de crecimiento; en la fase G1 la célula se prepara para la duplicacion del
ADN y en lafase 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 cefularay o
ambos son haploides y tienen la capacidad de fusionarse y aparearse para dar
lugar al tercer tipo celular alo diploide. El tipo celular de las células haploides
esta determinado por informacion genética presente en el locus MAT. Las células
a solo expresan genes a, los cuales en las células o se encuentran reprimidos y
los genes o solo se expresan en las celulas « vy se reprimen en las a, las células
diploides alo tienen MAT a y MAT «, pero a pesar de tener los dos loci, no
expresan los genes que expresan ias células haploides (Hartig y col., 1986;
Burkholder y Hartwell, 1986).

Las células haploides a y o se pueden conjugar para formar un diploide; esta
cruza ocurre porque los tipos celulares haploides liberan unos péptidos pequerios
llamados feromonas o péptidos de apareamiento, el tipo celular a secreta un
péptido de trece amino acidos llamado feromona a y el tipo celular « libera un
peptido de catorce aminodacidos que se llama feromona «. Estos péptidos de
apareamiento reconocen a la célula de tipo opuesto debido a la presencia de
receptores especificos en la membrana plasmatica de cada tipo celular,
denominados Ste2p en fas células a y Ste3p en las células «. La célula responde a
este estimulo e inicia una serie de respuestas que dan lugar a la formacidon de un

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



1.2 Sistema de transduccion de sefales en respuesta a las feromonas

sexuales.

La cascada de sefializacion en respuesta a las fercmonas de apareamiento
se inicia con la unién de las feromonas sexuales secretadas por los tipos
celulares haploides a ¢ o a su receptor especifico Ste2 o Ste3, respectivamente,
los cuales tienen la capacidad de transductr la sefial generada con ta union de la
feromona a una respuesta intracelular, via la accion de una proteina
heterotrimérica llamada proteina G, por su capacidad de unir nucledtidos de
guanina (Dholman y col.,, 1991). En ausencia de la feromona, la proteina G se
encuentra en forma trimérica, con un GDP unido a la subunidad o (Scg1p). La
unién de la feromona al receptor causa el cambio de nucledtido de GDP por un
GTP, y a su vez la disociacion de las subunidades f y y (Stedp y Ste18p,
respectivamente), las cuales se separan de la subunidad o como un dimero
(Dietzel y Kurjan, 1987; Whiteway vy col., 1989 ).Una vez liberado el complejo By,
este activa una cascada de MAP cinasas, la cual esta mediada principalmente por
las proteinas Stedp vy Ste20p, que corresponden al efector. Existen otras
proteinas que pueden tener un papel en la transduccidn de sefiales, pero no
limitan la activacion de ia cascada de MAPK como es el caso de Ste5p y Ste20p.
El orden de funcionamiento de estas dos proteinas no esta bien entendido, pero
hay informacion acerca del mecanismo de transduccidén para cada una de ellas
(Kurjan, 1993, Gustin y col., 1998). Varias evidencias sugieren que Stedp es la
proteina que estimula a la cascada de MAP cinasas, y por ensayos de dobie
hibrido y experimentos de coprecipitacidon se ha demostrado gue se asocia con la
MEKK (Ste11p), MEK (Ste7p) y MAK (Fus3p) (Choi y col., 1994; Kranz y col.,
1994; Marcus y col., 1994; Printen y Sprague, 1984). En la ruta de transduccién de
sefiales activada por la feromona, ademas de Ste5p la subunidad 3 requiere de la
Ste20p para la fosforilacion de Ste11p (Merskowitz, 1995). Como ya se menciono
anteriormente, estas proteinas son importantes para estimular a la cascada de
MAP cinasas que esta compuesta por Ste11p que es un miembro de la familia de

MEKK que fosforila y activa a la proteina Ste7p (que es de fa 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 cual es un activador transcripcional
(Neiman y Herskowitz, 1994; Gartner y col., 1992; Elion y col., 1993).

Ste12p estd en asociacion con un factor general MCM1 que activa la
transcripcidn de genes en respuesta a feromona; los genes en respuesia a la
feromona tienen corriente arriba secuencias de reconocimiento llamadas “PRE”
(del inglés pheromone response element), con la secuencia nucleotidica en 57
ATGAAACA 37, que corresponde al sitio de union para el Ste12p (Sprague vy
Thorner, 1992). Cuando las células son expuestas a la feromona, el Ste12p es
rapidamente fosforilado y se une cooperativamente a multiples secuencias de
reconocimiento “PRE” que se encuentran en “tandem” (Dolan y col., 1989). Entre
los productos de esos genes transcritos por la activacion de Ste12p se encuentran
las proteinas necesarias para la fusién celular (Fusip), y para la fusién nuclear
(Kar4p) ias cuales son importantes para la conjugacion de los gametos v fa
formacion de la célula diploide (McCarffrey y col., 1997; Kurihara y col., 1896)
(Fig. 2).
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Fig. 2 Ruta de las MAP cinasas en respuesta a feromona « en la levadura

Saccharomyces cerevisiae.
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1.3 Receptores acoplados a proteina G.

[Los receptores para las feromonas sexuales Ste2p y Ste3p pertenecen a la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), que son proteinas
integrales de membrana y tienen siete dominios transmembranales. EXxisten
alrededor de 2000 receptores acoplados a proteinas G reportados desde que se
cloné el receptor de opsina de bovino en 1983 y el receptor - adrenérgico en
1986; esto se explica faciimente por la rica diversidad y complegjidad tanto
estructural como funcional de la proteina G (Ji y col., 1998).

Estos receptores se han clasificado dentro de subfamilias de acuerdo con
la homologia en su secuencia de aminoacidos, a la estructura def ligando y su
funciéon. El grado de homologia que existe entre los miembros de una misma
subfamilia puede ser alto, pero si la comparacién se realiza entre miembros de
diferentes subfamilias este disminuye significativamente o incluso puede ser nulo
(Ji 1998). El receptor para la feromona o Ste2p de Saccharomyces cerevisiae no
pertenece a una subfamilia en particular y se le ha clasificado dentro del apartado
de miscelaneas, por no tener homologia en su secuencia de aminoacidos con los
demas receptores (Ji y col.,1998; Peroutka, 1994 Alexander y Peters, 1998).

Los GPCRs muestran una estructura similar; el extremo amino es
extracelular vy el extremo del carboxilo es intracelular; tienen siete hélices
transmembranales conectadas por tres asas exiracelulares y tres intracelulares.
Estos receptores se encuentran en una amplia variedad de organismos y su
funcidn es la de transmitir la sefial al interior de la célula mediante su interaccion
con la proteina G heterotrimérica, a través de una ruta comun , ia cual se inicia por
la union del agonista a su receptor especifico (Watson y Arkinstall, 1994; Strader y
col., 1994).

1.3.1 Estructura general

Las graficas de hidropatia sugieren que todos los miembros de esta familia,
tienen siete dominios transmembranales hidrofébicos de 20 a 27 aminoacidos de

largo, los cuales forman oa-hélices. Los estudios de digestion, con proteasas e



inmunotransferencia de los fragmentos, han puesto en evidencia que el extremo
amino se localiza extracelularmente (7-585 aminoacidos) y el extremo del
carboxilo se localiza  intracelularmente  (12-359 aminoacios). Esta bien
demostrado que los receptores presentan tres asas extracelulares y tres asas
intracefulares, las cuales varian de 5 a 230 aminoacidos de extension (Ji y col,,
1988) 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 estan 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 mas
expuestas hacia la bicapa lipidica, lo cual coincide con los dominios importantes
para fa unién del ligando. De la misma manera se encuentran arregladas las

hélices 1y 4 en los receptores de secretinag, ya que estan mas expuestas a la



cara lipidica, mientras que la hélice 3 es la menos expuesta. Esta orientacion es
importante para entender el mecanismo molecular de unién del ligando vy
activacion del receptor; los cruces transmembranales tienen residucs polares y
estan considerados como un dominio hidrofilicc. Se ha propuesto que los puentes
de hidrégeno son el principal factor para manfener la estructura tridimensional de
[a proteina (Peyroula y col., 1997; Tams y col., 1998)

Oftro factor muy importante para la estabilidad de las proteinas son los
puentes disulfuro; los receptores acoplados a proteinas G tienen un numero
conservado de cisteinas, que parecen jugar un pape! muy importante dentro de la
estructura del receptor. Existen dos cisteinas altamente conservadas en algunos
receptores, una de ellas en la primera asa extracelular y la otra en la segunda asa
extracelular, en el receptor B>-AR estas son criticas para que el ligando se una de
manera normal y para la expresion correcta en la membrana celular (Couet y col.,
1996; Zhang y col. 1996). El receptor Ste2p de Saccharomyces cerevisiae es una
glicoproteina de 431 residuos de aminoacidos la cual tiene dos residuos de
cisteina, uno en la posicién 59 y el otro en la posicidn 252; ambos han sido
reemplazados por mutagénesis dirigida sin alterar la funcion del receptor, lo que
indica que las cisteinas en este receptor no son importantes para su estructura
(Dohlman y col., 1991). Por otro lado, la mutacién de la prolina 258 localizada en
Ja hélice transmembranal 6 causé una torsion en esta hélice, pero no afectd la
estructura general del receptor, sin embargo, lo llevé a una activacion

constitutiva (Konopka y col; 1996).

1.3.2 Uniodn del ligando

Para la mayoria de los receptores, los dominios involucrados en la union
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

hidrofobico formado por las a-hélices de los cruces transmembranales, mientras




gue los péptidos y las proteinas se unen en el extremo amino terminal y en ias
asas extracelulares (Wess, 1997; Schwartz y Rosenkilde, 1996).

Los dominios mas ampliamente estudiados para la unidén del ligando son
los del receptor para rodopsina; el blanco para la unién de su ligando, el 11-cis
retinal, esta 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 absorcién de luz (Shieh y col., 1997). Los sitios de unién para el
receptor p;-adrenergico y de receptores homdlogos para aminas biogénicas se
localizan entre las hélices transmembranales y participan principalmente los
residuos mas hidrofobicos; los sitios de unién forman hendiduras las cuales son
accesibles al agua, extendiendose de la superficie extracelular al dominio
transmembranal dei receptor (Javitch y col.,, 1997). En el receptor Ste2p de
Saccharomyces cerevisiae no se conoce un dominio completo para la unidén de Ia
feromona «, pero hay reportes de residuos aislados , los cuales son importantes
para esta funcion. 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 aminodacidos se localizan
cerca de las asas extracelulares. Por otro lado se reportd que la fenilalanina 204 y
la tirosina 266 son importantes para la union del ligando, ya que al sustutir la
fenilalanina por una serina (F20485) y la tirosina por una cisteina (Y266C), las
mutantes mostraron deficiencia para unir feromona, todo esto sugiere que en este
receptor, las asas extracelulares, asi como la cara extracelular de las hélices
transmembranales forman un dominio comuin para la unién del ligando. (Dosil y
col., 1998, Abel y col. 1998).

1.3.3. Activacioén del receptor.

En la activacion de los receptores estan involucrados cinco pasos: 1. la

creacion de la sefial por absorcion de un fotén o por la union del ligando; 2. fa



transduccién de la senal a fravés de la membrana; 3. la interaccién del receptor
con la proteina G; 4.- la activacion de la proteina G y 5. generacidon de! segundo
mensajero o activacion del sistema efector. Se ha demostrado que en este
proceso de activacion el receptor sufre una serie de cambios conformacionales
gue involucran movimientos de las hélices transmembranales 3 y 6, ademas
existen estudios en el receptor de rodopsina, que demuestran que la simple
rotacion de las hélices transmembranales mantienen constitutivamente activo al
receptor (Farrens vy c¢ol.,1996; Javitch y col., 1997). Los analisis de algunas
mutantes han mostrado que los dominios transmembranales del receptor para la
feromona o estan organizados de manera similar a la de otros GPCRs.
Recientemente se reporté que los residuos de prolina 258 y serina 259
localizados en la hélice transmembranal 6, son importantes para la activacion del
receptor, ya que la mutacién de estos residuos por leucina causaron una
activacion constitutiva del receptor (Konopka y col.,19986; Stefan y col., 1998). Asi
mismo se reportdo que los residuos de glutamina 253 y serina 254 también
localizados en la sexta hélice transmembranal estan involucrados en interacciones
inframoleculares 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 activacion del receptor,
esta activacion expone a la tercera asa intracelular del receptor, que a su vez esta

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

1.3.4. Acoplamiento con la proteina G.

Los receptores de esta familia transducen senales extracelulares al interior
de la célula, a través del acoplamiento con la proteina G heterotrimerica
localizada en la cara interna de la membrana plasmatica (Guderman y col., 1897,
Neer, 1995).

Algunos estudios de estos receptores han revelado que sus asas
citopldsmicas, determinan la selectividad por la proteina G, pero su especificidad

no solo depende del reconocimiento de esa secuencia de aminoacidos, sino




también de la participacién de otras regiones citoplédsmicas. Por otro lado, el
extremo carboxifo de la subunidad o y parte de la hélice «s de la proteina G, son
sitios importantes de interaccion con el receptor, pero el extremo carboxilo de la
subunidad o en muchas de las proteinas G, es el que define la especificidad de
esta interaccién (Dolhman y col., 1991).

El anélisis de receptores adrenéergicos hibridos establecieron la importancia
de la tercera asa citoplasmica y las porciones fransmembranales vecinas para la
selectividad y el reconocimiento de la proteina G. Ademas de las asas
citoplasmicas, las hélices transmembranales 5, 6 y 7 han sido implicadas en el
acoplamiento de la proteina G (Guan y col.,1995).

A la fecha varios grupos de investigacién se han dado a la tarea de estudiar
la funcionalidad de la tercera asa citoplasmica del receptor Ste2p de S. cerevisiae
y se han llegado a varias conclusiones; una de ellas es que puede ser un dominio
muitifuncional que influye en el proceso de activacion del receptor, en la
discriminacion del ligando y en la internalizacion (Stefan y Blumer, 1994). Ademas
se sugiere que esta asa tiene interacciones fisicas y se acopla con la proteina G
(Clark y col., 1994; Bukusoglu y Jenness, 1296).

En general, un cambio en la conformacion de los dominios citoplasmicos
del receptor pueden afectar el acoplamiento del receptor con la proteina G y traer

como consecuencia la inactivacion o activacion de la ruta de sefializacion.

1.3.5. Desensibilizacion e internalizacion del receptor.

La reguiacion de los receptores acoplados a proteinas G requiere de un
balance entre los mecanismos gue encienden y apagan la cascada de
sefalizacion. Un mecanismo comun por el cual los receptores acoplados a
proteinas G pueden ser regulados, es a través del desacoplamiento del receptor
con la proteina G, seguido de la fosforilacién cel receptor; este proceso llamado
desensibilizacion esta mediado por cinasas de proteinas dependientes de

segundos mensajeros o cinasas de receptores acoplados a proteinas G ( GRKs) y




ocurre en segundos o minutos despues de que el receptor sea estimulado por el
agonista. (Zhang 1997).

Se ha descrito que los receptores de esta familia tienen sitios potenciales
de fosforilacion en la tercera asa citosélica y en la regién del carboxilo, y existen
evidencias que muestran que la desensibilacion se debe a la fosforilacién de los
receptores por los GRKs. Una de estas evidencias es [a coexpresion de GRKs
con receptores, la cual tuvo como resultado el aumento en la desensibilizacion de
los receptores; ademas, la remocion o mutacién de los sitios para la fosforilacion
en los dominios citoplasmicos disminuyd la desensibilizacion del receptor; sin
embargo, también hay evidencias de que la fosforilacion dada por los GRKs
sirve para disminuir la sefial sdlo cuando el receptor es activado por el agonista,
y aumenta la afinidad del receptor por arrestinas citosolicas (Zhang 1997; Krupnick
y Benovic, 1998).

En la mayoria de los receptores acoplados a proteinas G, el mecanismo
principal mediante el cudl se desensibilizan estos, es un proceso que consiste en
dos pasos, el primero es la union de una GRK (cinasa de receptores acoplados a
proteinas G) en la region del carboxilo terminal y posteriormente la unién de una
arrestina, la cual va ayudar a que se lleve a cabo la internalizacion de este. El
recepior B,- adrenérgico es uno de los primeros receptores donde se describid
este mecanismo, y el proceso de desensibilizacidn consiste en que un receptor
ocupado por su agonista permite la activacién de G; y a su vez este es fosforilado
por una proteina cinasa A, esta fosforilacion desacopla al receptor de G; y facilita
su acoplamiento con G, y entonces este es fosforilado por una GRK, lo que va a
permitir la unidon de una B-arrestina y a su vez esta media a la internalizacion del
receptor ( Lefkowitz 1998).

Las arrestinas son una clase de proteinas que trabajan en coordinacion con
los GRKs; cuando un receptor esta en estimulacion continua, estas se aseguran
de que cada receptor activado se apague antes de volver a transducir la sefial.
Algunos estudios demuestran que [a fosforifacion del receptor no es suficiente
para desensibilizarlo, sino que se require de la participacion de las arrestinas para

apagar la senal. 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 region 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 regidn carbexilo 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 fosforilacion en la
regulacion del receptor; este se examiné mutando los cuatro residuos de serina y
treonina mas distantes de la regidon del carboxilo terminal por alaninas. Estos
cambios causaron un incremento en la sensibilidad de las células a la feromona «;
las células tardaron mas tiempo en recuperarse del estimulo con la feromona
(Chen y Konopka, 19986).

Ademas de tener sitios de fosforilacion, en la regidon carboxilo del receptor
Ste2p también se han identificado algunos residuos importantes para su
ubiquitinacién. Este receptor es hiperfosforilado después de la exposicion a la
feromona o en algunos residuos de serina y treonina y ubiquitinizado en los
residuos de lisina de la secuencia SINNDAKSS, esta secuencia es importante
para la ubiquitinacion e internalizacion del receptor, aunado a esto los residuos de
serina de esta secuencia controlan la fosforilacién del receptor. Tanto fa
fosforilacidn como la ubiquitinacion disparan la internalizacién del receptor hacia
la ruta de endocitosis (Hicke y Riezman, 1996, Hicke y col., 1998; Rohrer y col.,
1993).

Como se describid anteriormente, en el receptor de S. cerevisiae Ste2p se
han identificado algunos dominios importantes para su funcion, sin embargo, hace
. falta mucha informacion 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 aminoacidos localizados en los
dominios funcionales pueden variar con respecto a receptores homdlogos. A
pesar de gue 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 sefalizacidn correspondiente El  conocer el



funcionamiento de los receptores de la levadura Saccharomyces cerevisiae es
importante ya que permite contar con un sistema en el cual se puedan probar la

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



2. OBJETIVOS

Objetivo general.

Evaluar fisioldgica y molecularmente la respuesta del receptor Ste2p a fa feromona
o Yy su acoplamiento con la proteina G mediante mutantes del receptor.

Objetivos particulares.

- Obtencion de un banco de mutantes del gen STEZ2 .

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

- Caracterizar mutantes que tengan aiteraciones en su acoplamiento con la
proteina G.

1o



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencion del banco de mutantes del gen STE2.

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

A partir de la secuencia del gen STEZ2 se disefiaron un par de
oligonucledtidos que se utilizaron como iniciadores, a los cuales se les introdujeron
sitios de corte, al oligonucledtido 5 se le introdujo el sitio Neco |
(5’ATCCAAGAATCAACCATGGCTGATGCGGCTCCTSI) y al 3 &
CTGAATCTAGTAGGTACCTTATACCGAA 3'), el sitio Asp 718, en la posicién (-2
y 1343). Como molde se utilizaron 100 ng de ADN del gen completo STEZ2
silvestre; como cofactor se utilizd 2 mM de manganeso, el cual sustituyo al
magnesio (Ongay-Larios y col. 2000). Los desoxinuclestidos (dCTP, dGTP vy
dTTP) se usaron a una concentracion de 250 uM y el dATP se utilizd a 125uM y
1 U de la enzima Tagqg polimerasa. El volumen final de la reaccion se ajustd a 50 pl
con agua desionizada esteril (dH;0). L.as condiciones de amplificacion fueron: 1
ciclo (5 min a 94 °C) 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 Preparacion y clonacion 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 concentracidén de 0.5ug/ml, posteriormente estos se
purificaron, cortando la regidn del gel en donde corrid dicho fragmento, este se
purificé utilizando el paquete “Gene clean” de la casa comercial “Invitro gene”, el
cual consistio en disolver la agarosa en tres voliumenes de yodurc de sodio, una
vez disuelta, se le agregd 5Sul de glassmilk {(matrix de silica), se incubd 5 min en
hielo y posteriormente se lavd tres veces el ADN, con 1ml de solucién “NEW

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



Nco | y Asp718; paralelamente a los fragmentos, se digirid el vector tipo lanzadera
pCUP con las mismas enzimas.

Para la reaccién de ligacién se utilizé una unidad de la enzima T4 ligasa de
Boheringer: con 10 ng del vector pCUP (tiene el promotor CUF que se induce con
cobre) y 100 ng de los fragmentos de PCR; se les agregd 1ul del amortiguador de
ligacion 10X, se aford a 10 ul con agua desionizada estéril. La reaccion se incubd
durante toda la noche a 16°C. El contenido de la reaccién de ligacion se mezcld
con 100 ul de una suspensién de bacterias E. cofi competentes de la cepa DH5a
(supE44 Alac U169 (¢80 lacZAM15 hsdR17 recA1 endA1gyrA96 thi-1 relA1), estas
se incubaron en hielo durante 30 min, posteriormente 2 min a 42°C, se le
agregaron 300 ul de medio LB (Triptona 1%, Extracto de levadura 0.05%, NaCl
1%) y se incubaron una hora a 37 °C. El 100% de la suspensiéon de bacterias
transformadas se sembraron en cajas de petri con medio agar LB (Medio LB con
2% de agar bacterioldgico) mas 100 pg/ mt de ampicilina, se incubaron a 37°C
toda la noche (SambrocK 1989).

3.1.3 Purificacion de plasmidos pCUP-STE2 mutantes.

l.as colonias transformadas con el plasmido pCUP-STEZ se recuperaron y
se crecieron en medio LB. Para determinar la eficiencia de ligacion, las colonias se
resembraron en agar LB y se incubaron a 37 °C durante 24 h, una porcion de las
células se resuspendieron en 50 pl de dH0, se les agregd 300 pl de amortiguador
TENS (NaOHO.1M, SDS 0.05%), se mezclaron vigorosamente en un vortex por 5
seg, se les afadio 150 pl de Acetato de Sodio 3.0 M pH 5.2, se mezclo en el
vortex por 2 seg, se centrifugd a 10,000 r.p.m. por 2 min y el sobrenadante se
recupero, a este se le agregaron 900 ul de etanol a -20°C al 100% vy se centrifugd
por 2 min a 10,000 r.p.m. el sobrenadante se descechd y el paquete se lavo con 1
ml de etanol al 70% a -20 °C, la muestra se dejo secar y posteriormente se

resuspendio en 100 ul de agua (Lench 1987). De esta preparacion se tomaron



8 ul y se digirieron con una unidad de las endonucleasas de restriccion Nco ly
Asp 718, el producto de la digestién se analizd en geles de agarosa al 1%.

Las colonias que tuvieron inserto se mezclaron en 500 ml de medio LB
con ampicilina y se incubaron a 37 °C a 250 r.p.m. durante toda la noche; el
ADN se purificé por medio de columnas de la casa comercial “QIAGEN” siguiendo

las indicaciones del fabricante. A esta preparacion se le denomind “banco de

mutantes”.

3.2 Seleccion de las clonas mutantes.

Para la seleccién de las mutantes, la cepa de S. cerevisiae W303-3A (Mat
a, ade2, his3, leu2, trp1, ura3, can1-100 STE2::LEU2) se inoculdé en 10 ml de
medio YPD (Peptona 2%, Extracto de levadura 1%, Dextrosa 2%) y se incubd a
30°C con agitacion a 250 r.p.m. toda la noche, después las células se diluyeron
en medio YPD hasta que alcanzaron una DQOg de 0.25, éstas se incubaron a
30°C con agitacién a 250 r.p.m. hasta gque alcanzaron una DOgy de 0.55, las
células se centrifugaron a 5000 r.p.m. por 5 min y se lavaron con un volumen igual
de dH,0, el sobrenadante se eliminé y las células se resuspendieron en 1 ml de
dH;0, estas se transfirieron a un tubo de 1.5 mi, se centrifugaron a 10.000 r.p.m.
por 5 seq, el sobrenadante se elimind y las células se lavaron con 1 m! de
TE/LIOAc (1 volumen de TE 10 mM pH 7.5, 1 volumen de LiOAc 1M pH 7.5y 8
volumenes de dH20), el sobrenadante se tird y las células se resuspendieron en
250 ul de TE/LIOAc, 50 ul de células se mezclaron con 1 ng de ADN (banco de
mutantes pCUP-STE2) y 50 ug de esperma de salmdn sonicado y hervido, a ésta
mezcla se le afiadié 300 ul de PEG/LI/TE ( 1 volumen de TE 10 mM, 1 volumen de
LiOAc 1M y 8 voliumenes de PEG 4000 al 50 %), se mezcld todo muy bién y se
incub6 por 30 min a 30 °C con agitacion de 250 r.p.m. después se le agrego 40 ul
de DMSO y se incubd a 42°C por 15 min, se centrifugd por 5 seg vy el paquete

celular se resuspendio en 150 ul de dH0 y se sembrd en cajas de medio agar
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SD selectivo (Glucosa 2%, Base nitrogenada 0.7%, Agar 2%) con 5 ug de
adenina, histidina y uracilo, se incubaron a 30 °C por48 h .

Con las células transformadas se realizaron ensayos cualitativos de
apareamiento, para ello se recuperaron 150 colonias y se crecieron en cajas de
medio SD agar selectivo mas 100 uM de CuSO,. Paralelamente se crecié un
césped de la cepa 70 (MAT o thr 3-10) en medio YPD, tanto las clonas
seleccionadas, como el césped de la cepa 70, fueron replicadas en una misma
caja de YPD con 100 uM de CuSO4 , la cual se incubd a 30°C durante 5 h para
permitir el apareamiento entre las células. Posteriormente, las células se
replicaron a una caja de medio SD y se incubaron a 30°C hasta que aparecieron

las colonias (diploides).

3.3 Mapeo de las mutaciones

3.3.10btencién de Jlos plasmidos con Jos genes mutantes y

secuenciacién de nucleétidos,

De los ensayos cualitativos de apareamiento, se seleccionaron las clonas
que tuvieron menor eficiencia de apareamiento que el gen silvestre. Los
plasmidos pCUP-STE2 fueron recuperados y para ello se crecié cada una de las
colonias seleccionadas en 5 ml de YPD a 30°C toda la noche; las células se
cosecharon por centrifugacién y se rompieron en 0.02 mi de amortiguador de
rompimiento (1% Triton X-100, 1% SDS 100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl, T mM Na;
EDTA), 0.02 m! de fenol.cloroformo:alcoho! isoamilico en una proporcion de
(25:24:1) y 0.3 g de perlas de vidrio de 0.5 mm de diametro; las células se
agitaron en un vortex por 2 min, posteriormente se centrifugaron y el ADN se
precipitd con etanol absoluto frio y acetato de sodio 3M (1:0.1). La pastilla se
resuspendio en dH;O. Con esta preparacién de ADN se transformé la cepa DHb5w
de E£. Coli. Tal como se describid anteriormente. De las colonias transformadas se
seleccionaron aquellas que tuvieron un inserto del tamarfio del gen STEZ2, los

cuales fueron purificados por una columna "QUIAGEN" vy secuenciados por
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electroforesis capilar, en un sequenciador automatico ABl PRISM 310 GENETIC
ANALIZER utilizando el paquete de secuenciacién Rhodamine terminator Ampli
TAQ DNA (Perkin Elmer).

3.3.2 Obtencion de mutantes con un solo cambio de aminoacido.

Para la obtencién de mutantes del receptor Ste2p con un cambio de
aminoacido en la proteina, se realizaron digestiones de los plasmidos pCUP-
STEZ, tanto de los mutantes con mas de una sustitucion, asi como del gen
silvestre, ambos fueron digeridos con las mismas endonucleasas de restriccion.
Se obtuvo un fragmento, el cudl contenia la mutacién de interés, proveniente del
gen mutante y otro fragmento sin ningun cambio de nucledtido, proveniente del
gen silvestre. Ambos fragmentos complementaron el gen STEZ y para ello, estos
se sometieron a una reaccién de ligacion, como la que ya se describio
anteriomente.

3.4 Caracterizacion fisiologica de las mutantes.

3.4.1 Apareamientos cuantitativos.

Los ensayos cuantitativos de apareamiento, fueron hechos con los
plasmidos pCUP gue contenian los genes STEZ con una mutacién en uno de los
aminoacidos, asi como el plasmido vacio y el plasmido con el gen STEZ2 silvestre,
los cuales fueron utilizados como controles negativo y positivo respectivamente,
para lo anierior se transformo [a cepa de S. Cerevisiae W303-3A con dichos
plasmidos. De |as células transformadas se tomaron tres colonias de de cada uno
de los plasmidos, se incubaron durante toda la noche a 30°C con 250 r.p.m. en 5
ml de medio SD suplementado con adenina, histidina y uracilo, mas CUSO4. Los
cultivos se lavaron con dH,O, después las células se contaron en un
hematocitometro, se ajustaron a 1000 células y se mezclaron con 1000 células

de la cepa 70 (MAT « thr 3-70). La mezcla de células se incubd en 100 ul de



medio YPD con 100 uM de CuSO, durante 5 h a 30°C, posteriormente las células

se incubaron en una caja de medio agar SD, a 30°C durante 48 h (Coria y col,,
1996).

3.4.2 Induccion del gen FUST,

Para determinar la actividad transcripcional del gen FUST se cotransformé
la cepa de Saccharomyces cerevisiae W303-3A con los plasmidos pCUP que
tienen los genes mutanies y con el plasmido YEp352-FusT-lacZ que contiene la
construccion del promotor que dirige la expresion de Fus?-lacZ (Ongay-Larios y
col., 2000). Una vez obtenidas las células transformadas, a cada una de las
mutantes se les determiné la induccién del gen FUST midiendo la actividad de la
enzima p-galactosidasa (Miller, 1972) y se normalizo la actividad enzimatica

cuantificando |a proteina por el método de Bradford (Bradford, 1976).

3.4.3 Interrupcion del ciclo celular.

La interrupcion del ciclo celular se [levé acabo activando [a cascada de
transduccion de sefiales por medio de la feromona o. Primero se pusieron a crecer
las células en medio SD mas aminodcidos con 100 pM de CuSO4 durante 2 h
para inducir expresion del receptor STE2. Despues se le agregd 2 ug/ mi de la
feromona o, se incubaron a 30°C con agitacion a 250 rpm. Después de 14 h se

determino el numero de células en un hematocitdmetro.
3.5 Expresion del gen STE2
3.5.1 Fusiodn de la proteina verde fluorescente (GFP) al gen STE2.
La construccion GFP-STE?2 se realizé a partir de un fragmento BamH! de

700 pb del plasmido pRMCy, el cual contenia el gen completo de la GFP, este fue

subclonado en el plasmido pTZ18R. Para poder amplificar el gen de la GFP por la
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técnica de PCR, se utilizé el oligonucledtido & del plasmido pTZ18R y el 3" se
disefio a partir de la secuencia de nucledtidos de la GFP, al cual se le introdujo
un sitio Nco | en la posicion 697.

Los productos de PCR se purificaron y se digirieron con la endonucieasa
de restriccion Nco |, ya que el gen de la GFP después de la PCR quedo
flanqueado tanto en el exiremo 5’ como en el 3’ por sitios Nco |I. Paralelamente
a esta reaccion se digirieron los plasmidos pCUP-STEZ2 mutantes de interés con la
misma enzima y después se purificaron las digestiones y se fusionaron por medio
de una reaccion enzimatica de ligacién. La orientacién del inserto se checd
construyendo el mapa de restricciéon a partir de ios fragmentos obtenidos con la

enzima Ava 1.
3.5.2 Analisis por citometria de flujo.

La cepa de Saccharomyces cerevisiae W303-3A f{ue transformada con
las construcciones pCUP-GFP-STEZ, como se menciond en la seccion 3.4.1. Se
seleccionaron dos colonias de cada una de las fusiones, y se pusieron a crecer 5
x 10° de células en medio SD selectivo con 100 uM de CuSO, durante 12 h a 30
°C; posteriormente se lavaron con dH;O y se analizaron 10,000 células en el
FACScan de Becton Dickinson; para el andlisis de los resultados se empled el

programa de coémputo CELL-Quest.
3.6 Interaccion de proteinas con el sistema de doble hibrido.
3.6.1 Construccion de los genes hibridos.

Se obtuvo por PCR la region del carboxilo terminal de los receptores con
una mutacion en esta regidon y el carboxilo del gen silvestre, utilizando como
iniciador 5’ un oligonucledtido en el cudl se introdujo un sitio £Eco Rl en la posicion
900 del gen. Los productos de PCR se purificaron usando el paguete “Gene

clean” (In vitro gene) y fueron subclonados en el piasmido pCR™|I por medio de




una ligacion enzimatica. Con esta mezcla de ligacion se transformo la cepa de E.
coli DHb5c, posteriormente se seleccionaron las colonias con inserto y los
plasmidos se purificaron, poniendo a crecer [a colonia en 25 ml de medio LB con
100pg/ml de ampicilina a 37°C durante toda la noche, las células se centrifugaron
a 5000 r.p.m. por 10 min, el sobrenadante se descartdé y las células se
resuspendieron en 5 mi de NaCl 10 mM y se volvieron a centrifugar, las células se
resuspendieron en 1.2 ml de amortiguador TENS, se mezcld suavemente y se
incubd a temperatura ambiente duarnte 10 min, después se mezclaron con 0.6 ml
de NaOAc 3M, se incubd 15 min en hielo, se centrifugd 10 min a 700 rp.m. y el
sobrenadante se transfirié a un tubo limpio.

Para la extraccion del ADN se le afadié un volumen igual de fenol
cloroformo, este se precipité con dos volimenes de etanol al 100% a -20°C,
durante 5 min a temperatura ambiente, se centrifugd 10 min a 9000 r.p.m. la
pastilla se lavé con etanol al 70% vy se resuspendié en 100 ul de agua, se le
agregaron 50 pg de RNasa y se incubd durante 30 min a 37°C. De esta
preparacion de ADN se tomé una alicuota y se digiridé con EcoRl, el producto de [a
digestion se purificd por “Gene clean” y se subclond en el plasmido pEG202
previamente digerido con la misma enzima. La orientacion se checd construyendo
un mapa de restriccion, usando las enzimas Hind Il y Sal |.

Por otro lado, los genes completos de las subunidades de la proteina G,
Gpaly STE4 se obtuvieron por PCR a los cuales se les infrodujeron los sitios de
restriccion Eco R1-Xho | en la posicion (-5 y 1284) respectivamente. Los
productos de PCR se purificaron por “GENE CLEAN" y se subclonaron en el
plasmido pdG4-5, previamente digeridos con las mismas enzimas. Asi mismo se
amplificd por PCR el gen de la endoquitinasa (Cts-2) de S. cerevisiae utilizando
oligonucledtidos a los cuales se les introdujo el sitic EcoRI en {a posicion (-2) y
Xho | en la posicién (1994), el gene fue subclonado en el plasmido pEG202

previamente digeridoc con las mismas enzimas.



4. RESULTADOS

En este trabajo, con el proposito de entender el funcionamiento del receptor
Ste2p de Saccharomyces cerevisiae, en este trabajo se generé un banco de
mutantes, de las cuales se seleccionaron 8§, con substituciones Unicas de
aminoacidos en diferentes regiones de la molécula.

Para evaluar el efecto de la mutacion sobre el funcionamiento del receptor,
a todas las clonas mutantes que expresaron el receptor se les determiné su
capacidad de apareamiento, de induccién del gen FUS1 y de interrumpir su
division en la fase G1 del ciclo celular. Las mutantes que presentaron un fenotipo
diferente al de |a clona silvestre y que ademas la mutacion se localizd en la regidn
carboxilo terminal se les evalud su capacidad de interaccionar con la proteina G,
solo una mutante mostré deficiencia para interaccionar con la proteina G, y fue
analizada su capacidad para unir a la feromona o, asi se pudo concluir que la
region del carboxilo terminal de! receptor Ste2p es importante para la interaccion

con la proteina G.

4.1 Generacion del banco de mutantes y seleccion.

La construccion del banco de mutantes del gen del receptor STE2, se
realizdo utilizando PCR con condiciones de baja fidelidad para generar una
poblacidon de mutantes del gen STEZ2. Esto tuvo como resultado un banco de 113
clonas, con el cual se transformd una cepa de la levadura S. cerevisiae, que en su
genoma carecia del gen receptor STE2 (ASTE?2). Estas células fueron analizadas
mediante analisis de apareamiento y se seleccionaron 5 clonas que mostraron
una clara disminucién en dicha respuesta (Fig. 4). A partir de estas mutantes, se
obtuvieron los plasmidos y ademas se obtuvo la secuencia de nuclettidos del gen
STEZ2, para cada una de ellas. Esta mostro que en promedio se presentaron tres

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

cualitativo. A) Caja con medio YPD con 50 colonias de S.cerevisiae,
transformadas con el banco de mutantes. B) Replica de las 30
colonias, crecidas en medio SD, donde se muestra las colonias que

se aparearon con diferente intensidad.

4.2 Obtencion de mutantes con uno y dos cambios de aminoacidos.

A partir de las 5 clonas seleccionadas que presentaron deficiencia para aparearse,
y con mas de una substitucion de aminoacido, se selecciono ocho de estos
cambios de aminoacidos para obtener mutantes con un solo cambio de
aminoacido, para su posterior caracterizacion. De las ocho mutantes con un solo
cambio de aminoécido se obtuvieron 5 mutantes en la region  extracelular del
receptor: 1Ly, N(32)S; 1La, L(268)S; 2L, Y(106)C y la 5L+ V(196)A. En la region
del carboxilo del receptor se obtuvieron tres mutantes la 2L, G(302)C; 5L,
S(342)G; 8L4, N(388)S y la 8Ls, T(425)A. Todas ellas se muestran en las figuras

B8A y 6B. La mutante 2L tiene dos substituciones de amincacido, una en la primera



asa extracelular Y(106)C y lasegunda en el carboxilo terminal G{302)C
(Fig. 6C). Esta mutante con dos substituciones, se obtuvo directamente del
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Fig.5 Sustituciones de aminoacidos en cada una de las cionas

seleccionadas, cada color muestra el numero de sustituciones por
ciona.



banco de mutantes y no se le hizo ninguna modificaciéon posterior, el fenotipo que
presenta es semejante al de la mutante 2L, G(302)C, la cual fue derivada de ella.
Sin embargo, la clona 2L, Y(106)C también derivada a partir de la 2L, presentd un

fenotipo similar a la silvestre.

Fig. 6A Clonas con sustituciones Unicas de aminoacidos localizados en

la region extracelular dei receptor.
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8L, N388S

Fig. 6B Clonas con sustituciones unicas de aminoacidos localizadas en

la regidon dei carboxiio terminal del receptor.
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sefiales para cada una de las mutantes se determiné midiendo la expresion del
gen FUS1-lacZ mediante la cuantificacion de la actividad de la enzima pB-
galactosidasa. Del total de las mutantes analizadas, 5 mostraron una deficiencia
en la respuesta a la feromona «, en relacion al nivel de induccidn del gen FUST-
facZ, que mostré la clona con el gen silvestre. Las clonas mutantes 1Ly, (N32S);
1ls, (L2688); 2L, (G302C); 5L;, (8342G) y la mutante 8L, (N388S)
disminuyeron su actividad en un 19%, 57%, 100% 49% y 50% respectivamente
con respecto al gue mostrd la clona con €l gen silvestre. Los resultados obtenidos
para las demas mutantes fueron comparables al de clona con el gen silvestre

como se puede observar en la figura 7.
4.4.2 Interrupcion del ciclo celular.

Oira consecuencia de la activacidn de la cascada de fransduccion de

sefales por la feromona es la interrupcién del ciclo celular en la fase G1. Los
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Fig. 8 Efecto de la feromona o sobre el crecimiento celular

resultados de estos analisis fueron similares a los obtenidos para la induccion de

Fus-lacZ. Las mutantes 1L 1L4, 202, 5Lz y 8L4 interrumpieron el ciclo celular en
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menor proporcion que la clona con el gen STEZ2 silvestre (Fig. 8), lo que indicé que
estas mutantes tienen un defecto en el receptor que no les permite transducir la

sefial.

4.5 Expresion del receptor.

Para determinar si el receptor Ste2p de las mutantes 2L, 2L, 2L, y 8L, se
estaba expresando a niveles equivalentes al silvestre, el gen del receptor se
fusiond con el de la proteina verde fluorescente y estas clonas fueron analizadas
por citometria de flujo. Los resultados mostraron que la expresion del receptor
para las mutantes 2L, y 8L, fue similar al de la cepa silvestre, mientras que la

expresion de la mutante 2L, fue nula o similar al de [a clona con el vector sin
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Fig. 9 Deteccion de la proteina verde fluorescente en las diferentes clonas
en estudio, El panel A muestra la region seleccionada para el
analisis de las clonas en cuanto al tamafio y granularidad de las
celulas, B: Plasmido vacio(pCUP) C: Clona Ste2 silvestre+GFP,D: 2L
Y106C, G302C +GFP, E: 2L1 Y106C +GFP, F: 2L2 G302C + GFP, G:
8L.4 N388S + GFP H: pCUP +GFP.



Estos datos sugieren que el receptor de la clona 2L, no responde al
apareamiento y al estimulo con la feromona o, porque el receptor probablemente
no es estable y se destruye antes de liegar a la membrana de la célula. Por el
contrario, la clona 8L4 responde menos al estimulo con la feromona «, que la
clona que tiene el gen silvestre. Dado que, la sefial de 8L,-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 ia cepa silvestre esté presente en mayor cantidad
que el de la mutante.

Ademas se realizaron pruebas de apareamienio para establecer si la
construccion GFP-STEZ2 fue funcional. Los resultados mostrados en la figura 10,

indicaron que la construccion es funcional.

Fig.10 Ensayos de apareamiento de las clonas fusionadas a la proteina verde
fluorescente con la cepa 70 MAT(x). Caja A: Medio YPD + 100 uM de
Cu,S0,; 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 vacio}, 4 (8L, N388S + GFP) 5 (2L Y106C,
G302C + GFP), 6 (2L Y106C +GFP), 7 (2L, G302C + GFP)



4.6 Ensayos de uniéon a feromona «.

Para determinar si la mutacion 8L, N(388)S afectd la unién a la feromona o
y si la cantidad de receptores se habia modificado, se realizaron ensayos de unién
a feromona. Como una medida indirecta de la constante de afinidad (ka) para la
feromona o , se evalud la constante de disociacion (1/kd); asi mismo se determiné
la cantidad de receptores en la membrana celular (BmaX). Los resultados
mostraron que la constante de disociacion para la mutante 8L 4 se encuentra en el
rango de 1.2-2.6 nM el cual 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 variarcn 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 sefial no se debe a una disminucién en la
eficiencia para unir la feromona «, ni a la cantidad de receptores en la membrana
celular. Esta deficiencia puede entonces explicarse por una disminucion en la
inferaccion fisica del receptor y la proteina G, y como consecuencia, una

disminucién en ia activacion de la proteina G.

4.7 Interaccion del receptor Ste2p con la proteina G,

Para saber el grado de interaccion de los receptores mutantes 2L, 5L y 8L,
con la proteina G, se subclonaron las regiones del carboxilo terminal de los
receptores mutantes y del silvestre en el plasmido pEG202 para generar proteinas
de fusion, el cual tiene el dominio de unidén a DNA LexA. Mientras que las
subunidades de la proteina G Gpa7 v Ste4, se subclonaron dentro del plasmido
pJG4-5 donde la proteina se fusiona al dominio de activacion transcripcional B42.

Ademas de estos plasmidos, se utilizd el plasmido pSH18-34 con el gen
reportero facZ, que induce la expresion del gen cuando las proteinas interactuan.
Los datos mostrados en la tabla 2 indican que los niveles de f-galactosidasa para

las mutantes 2L, y 5l.; son similares a los de la cepa silvestre, mientras que los



niveles de la mutante 8Ls fueron menores al de la cepa con el gen silvestre.
Estos datos nos indican que el cambio de aminoacido G302C en la mutante 2L,
no afecta la interaccion del receptor con la proteina G, y que el defecto que
muestra la mutante en la sefializacidn muy probablemente se debe a que la
mutante no se esta plegando correctamente y por lo tanto ésta no se
transportando a la membrana de la célula. Sin embargo, el cambio de aminoacido
N388S en la regiéon carboxilo de la mutante 8L, si afecto la interaccion fisica con
Gpaly Ste4 en un 50y 60% respectivamente, De tal manera que la deficiencia
para transducir la sefial se debe a que la substitucidon del aminoacido madifica la
activacién de la proteina G, lo que disminuye la interaccién fisica entre el receptor
y la proteina G.

Tabla 2. Interaccion de proteinas hibridas’

Dominio de unién a Dominio de activacion® Actividad de
ADN? de la transcripcion B-Galactosidasa*
(U/mg/ml) x 107°
Cts1-2p Stedp 10
Ste2p (C-terminal) Gpalp 212.3+2.49
Ste2p (C-terminal) Stedp 101.7+13.1
2L, (C-terminal) Gpalp 2358315
2L, (C-terminal) Stedp 117.8 £ 20.5
8L4 (C-terminal) Gpat 113.4 +24.5
8L4 {C-terminal) Stedp 57.5+4.8
5L (C-terminal) Gpalp 260.2 +46.6
503 (C-terminal} Stedp 104.3 + 26.6
Gpalp Stedp 4146.1 + 64.7

'La interaccién se calculd por la expresion del gen reportero facZ, el cual se
encuentra en el plasmido pSH18-34.

2El dominio de unidn a ADN se refiere a las proteinas fusionadas a LexA y
clonadas en pEG202.

*El dominio de activacion de la transcripcion se refiere a las proteinas fusionadas
a B42 y clonadas en el plasmido pJG4-5.

* La actividad de p-Galactosidasa corresponde al promedio de los valores
obtenidos de tres colonias analizadas simuitaneamente.
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5. DISCUSION

Los estudios realizados en algunos receptores acoplados a proteinas 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 aminoacidos se conservan entre algunas subfamilias de
receptores; sin embargo, existen diferencias importantes tanto en cantidad como
en composiciéon de aminoacidos 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 aminoacidos [ocalizados en los dominios
funcionales pueden variar.

E!l 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 “miscelanea,”
esto quiere decir, que por homologia de sus aminodcidos o el tipo de ligando no
se puede ubicar dentro de una subfamilia y aunque ios dominios funcionales de
este receptor son similares a los de otros GPCRs. Actualmente, no existe una
secuencia de aminoacidos significativamente similar con ofros receptores que nos
ayude a identificar los residuos funcionalmente importantes.

A la fecha, ya se han identificado algunos dominios importantes para la
funcion del receptor Ste2p, pero todavia hace falta mucha informacién 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 analisis de la secuencia de nucledtidos de las mutantes seleccionadas,
tomando en cuenta gue la frecuencia de error de la polimerasa bajo condiciones
normales es de 8.0 x 107 (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 mutagénesis dirigida, es
gue se pueden generar una mayor cantidad de mutantes en las distintas regiones
del receptor en una misma reaccion de PCR. Mediante ensayos de apareamiento

cualitativo, se seleccionaron las mutantes que mostraron un apareamiento



deficiente con respecto a la clona silvestre; con este tipo de estrategia se aseguréd
gue la ciona seleccionada tenia el plasmido con el receptor, y que ademas el gen
del receptor contenido en el plasmido tenia mutaciones que afectaban la
transduccion de sefiales puesto que presentaron deficiencia para aparearse. Esto
sugeria que se trataba de un receptor que al menos tenia  una mutacion que no
le permitia aparearse bien; por lo tanto, la clona se consideré para su posterior
secuenciacion de nucledtidos y caracterizacion.

Una vez seleccionadas las mutantes, el gen del receptor fue secuenciado y
las clonas se caracterizaron fisioldogicamente. Como tesultado de esta
caracterizacion se encontré que algunos fenotipos de [as mutantes analizadas
fueron similares al gue mostrd la clona con el gen silvestre. La diferencia de los
resultados de la caracterizacion fisiolégica con respecto a los encontrados en el
ensayo de seleccibn se debe a que el apareamiento es un analisis 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 analisis se hace de manera cuantitativa. Por otro lado, la
seleccion de las mutantes se realizé cuando [as clonas fenian varias
substituciones de aminoacido en el mismo receptor y |a caracterizacion se realizé
con las clonas que tenian una sola substitucidon de aminoacido en el receptor.
Como resultado de las evaluaciones fisiologicas anteriores, finalmente se
seleccionaron clonas con caracteristicas fenotipicas similares como clonas con
caracteristicas diferentes a la clona silvestre.

En total se caracterizaron 8 mutantes, con una sustitucion de aminoacido;
en 4 de ellas la sustitucion de aminoacido se localizé extracelularmente: una en el
amino terminal 1L; N(32)S y 3 en las asas extracelulares 2L, Y(106)C, 5L V(196)A
1L, L(268)S; en las otras cuatro mutantes la sustitucidn de aminoacido se localizé
en la regién del carboxilo terminal y fueron: 2L, G(302)C, 5L; S(342)G, 8l4
N(388)S y la 8L; T425A. Ademas, se caracterizd 1a clona 2L con dos sustituciones
de aminoacido, una en la primera asa extracelular y la otra en la region del
carboxiio terminal. Del total de las mutantes caracterizadas, 6 respondieron

deficientemente al estimulo con la fercmona, estas fueron [as clonas 1L; N(32)S,



1Ly L(268)S, 2L, G(302)C, 5L3 S(342)G y la 8L4 N(388)S y la 2L (Y(106)C,
G(302)C) vy tres con una respuesta similar al de la clona silvestre y fueron: 214
Y(106)C, 5L, V(186)A, vy la clona 8Ls T(425)A.

Los receptores acoplados a proteinas G tienen residuos de asparagina en
el extremo amino terminal que pueden estar seguidas de una secuencia
consenso de glicosilacion, que puede ser: Asp-X-Ser 0 Asp-X-Treo. Cuando estos
sitios de glicosilacidn, se sustituyen por otros aminoacidos, la unidén del ligando al
receptor disminuye (Stryer, 1995; Watson y Arkinstall 1994). En la clona 1L, la
sustitucion de aminoéacido ocurrid en una asparagina de la regién del amino
terminal, contenida en una secuencia de aminoacidos consenso para glicosilacion
Asp-Gly-Ser; esto sugiere fuertemente que el residuo de asparagina 32 podria
ser un sitio de glicosilacion, dado que la respuesta al estimulo con la feromona es
menor que el de la clona silvestre y probablemente esta respuesta se deba a una
disminucion en la unién a feromona. Esto podria confirmarse con ensayos de
unién a feromona marcada descritos en la seccion 4.6

La mutante 2L, G(302)C es la mutante que no respondidé al estimulo con
la feromona « y ademas en los ensayos de citometria de flujo presentéd una
sefial fluorescente muy débil. Estos resultados sugieren que el cambio de una
glicina por una cisteina en ia posicion 302 del receptor afecta fuertemente la
funcion de la proteina. Una posible explicacion es que la sustitucion haya afectado
el plegamiento de la proteina, [o cual podria evitar su transporte normal y de esta
manera la proteina fuera degradada.

En S. cerevisiae se han descrito dos mecanismos due reconocen y
destruyen a las proteinas mal plegadas o defectuosas que estan en transito hacia
la membrana; en uno de ellos las proteinas defectucsas son desviadas de la ruta
secretoria hacia la vacuola, y en el ofro mecanismo, el reticulo endoplasmico
detiene a esas proteinas defectuosas y las degrada (Jenness y col., 1997; Liy
col., 1999), Otra explicacion a la falta de respuesta de la clona es que la mutacidon
hubiera afectado la interaccion con la proteina G, dado que se localiza en la
region del carboxilo, y en algunos receptores esta region es importante para la

interaccion. Para descartar esa posibilidad se realizaron ensayos de interaccion



de proteinas entre las subunidades Gpal y Ste4 la proteina G trimérica de S.
cerevisiae y laregién del carboxilo terminal del receptor de la mutante, utilizando
como herramienta el sistema del doble hibrido. Los resultados que se obtuvieron
en la mutante 2L, fueron similares a los niveles de interaccion que mostrd la
clona con el gen silvestre; esto nos indica que la falta de respuesta al estimulo
con la feromona y al apareamiento no tiene lugar por un defecto de interaccion
con proteina G, y que posiblemente el plegamiento de la proteina no esta
ocurriendo de manera adecuada, sobre todo si se considera que el plasmido
pCUP-GFP genera una alta intensidad de fluorescencia, sefalando que si la
mutante fuera estable debiera de fluorescer aun sin llegar a la membrana.

En cuanto a la clona 2L, Y(106)C esta tiene la substitucién de aminoacido
en la primera asa extracelular y la sefal de fluorescencia y respuesta a la
feromona o de la mutante es muy similar al de ia clona silvestre; lo cudl indica que
la mutacion no tiene efecto en la funcion del receptar; sin embargo, el receptor
Bo-adrenérgico presenta en esta misma posicion una cisteina en lugar de una
tirosina y cuando se reemplaza por otro aminoacido, disminuye la unidén del
ligando al receptor debido a que esta sustitucidn afecta la expresion de la proteina
en la superficie celular, por lo cual se deduce en que en este sistema, esta cisteina
es importante para conservar la estructura del receptor (O’Dowd y col., 1988).

Como ya se menciond al analizar la clona con las dos mutaciones 2L
Y(108)C + G(302)C esta presentd un fenotipo similar al de la clona con la
mutacion en la region del carboxilo, 2L, G(302)C; esto nos indica que el fenotipo
de la mutacion G(302)C es dominante sobre la mutacion 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 observod el de la G(302)C.

Otra clona con una mutacién que también se localizd en la region del
carboxilo terminal y que respondid deficientemente al estimulo con la feromona
a, fue la mutante 5L; S(342)G, esta mostré una respuesta aproximadamente
50% menor con respecto a la clona con el gen silvestre, en contraste su
interaccion con la proteina G, fue muy similar a la interaccion que mostro la clona

con el gen silvestre Estos resultados nos indican que la falta de respuesta no se



debe a un defecto en la interaccién con la proteina G. Posiblemente presente una
modificacion en la cantidad de receptores, como se ha observado para otras
mutantes, donde el nimero de receptores en las mutantes disminuye hasta la
guinta parte, con respecto a la clona silvestre. La disminuciéon se puede deber a
que fa mutacion afecte la eficiencia del transporte de la proteina a la membrana
plasmatica, o bien a que la mutacién aumentd la endocitosis del receptor, durante
la desensibilizacién (Dube y Konopka 1998; Konopka y col., 1996) , esto podria
confirmarse mediante ensayos de union a feromona o con ensayos de
transferencia tipo northern.

La mutante 1L4 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 «, de aproximadamente un 25% menor con respecto a
la clona con el gen silvestre. Esta baja respuesta puede deberse a que la mutacién
afectd un sitio importante para la unién de la feromona «; lo cual apoya el hecho
de que cerca de este aminoacido se localiza la cisteina 266, que al reemplazaria
por un aspartico, afecta la afinidad por la feromona o. Ademas de este
aminoacido, se ha observado que una fenilalanina localizada en la segunda asa
extracelular al ser sustituida por un una serina, también modifico la afinidad por
la feromona o (Dosil y col., 1998). Estos resultados nos indican gue posiblemente
entre la tercera y segunda asa extracelular se localiza un dominto importante
para la unién de feromona, y que la leucina 268 forme parte de este dominio
importante para la union de la feromona, y que a eso se deba el fenotipo que
presenta la mutante 1Ls. Tanto para la mutante 5L, como para la mutante 1L4 se
podria confirmar el efecto de la mutacion por ensayos de unién a feromona y con
ensayos de citometria de flujo.

La clona 8Ls T(425)A presentd 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 mutacion T(425)A, tiene una sensibilidad a la feromona o 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 gue
nosotros hemos realizado en este trabajo. Cabe mencionar que Chen y Konopka
observaron que la sensibilidad aumentaba proporcionalmente al nimero de
serinas y treoninas que iban substituyendo por alaninas, hasta llegar a los Gltimos
cuatro residuos de serinas y treoninas.

Por oiro iado en los ensayos cuantitativos y de fosforilacion, donde ven
claramente que esta region del carboxilo terminal es un sitio potencial de
fosforilacion, solo los realizaron con la clona que tiene las cuatro substituciones
de aminoacidos. Por lo tanto no existen datos cuantitativos para la mutacion
T(425)A comparables entre el estudio de Chen y Konopka y el nuestro.

De las ocho clonas seleccionadas la 8Ls; N{388)S fue la Unica donde la
sustitucion del aminoacido afecté la interaccién fisica entre el receptor y las
subunidades Gpaf y Ste4 de la proteina G. Estos datos indican que esta region
es importante para el acoplamiento del receptor con la proteina G, ya que el resto
del receptor es idéntico al silvestre, y por esta substitucion se afecta la cascada
de sefalizacidn en respuesta a la feromona o, los datos de afinidad de [a union
a la feromona son muy similares entre el receptor silvestre y el receptor mutante,
lo que indica que el receptor recibe bien la sefial, 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 |a proteina G
(Dohlman y col., 1991), especificamente en los receptores & y pn opioides,
ademas de la tercera asa citoplasmica, la region del carboxilo terminal también es
importante para ef acoplamiento con la proteina G (Georgoussi y col., 1997).

Otros receptores son los glutamato metabotropicos, adrenergicos y el de
prostaglandina EP3 | para los que se ha sugerido que la region del carboxilo
terminal juega un papel cruciat para mantener el acoplamiento entre el receptory
la proteina G (Hisaki y col., 1997; O'Dowd vy col., 1988; Prézeau y col., 1996),
para el receptor de rodopsina se utilizaron péptidos de la segunda y de la tercera

asa citoplasmica, asi como también del carboxilo terminal, para mostrar que esta
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regién del receptor interactia de manera sinérgica con la  transducina
(Ovchinnikov y col., 1988).

El andlisis de la estructura de la proteina G, ademas de varias evidencias
experimentales con receptores mutantes, demuestran que la tercera asa
intracelular dei receptor es la que se acopla con la proteina G (Bourne, 1997). Sin
embargo, el analisis cristalografico de la proteina G sugiere que en algunos
receptores puede haber regiones dentro del tallo del extremo carboxilo terminal
que interactie fisicamente con ella, especificamente la regién 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 proteina G se crea una hendidura con una superficie eléctricamente negativa,

que favorece la interaccién de secuencias catidnicas de los receptores que

tengan una longitud entre 30-40 A, no obstante en la mayoria de los receptores,

las asas citoplasmicas no tienen esa longitud, por lo que proponen que la region
involucrada en dicha interaccién podria ser una region del carboxilo terminal del
receptor (Wall y col., 1995).

En el caso del receptor Ste2p, las asas citoplasmicas son muy pequefias y
la region del carboxilo terminal se extiende desde el aminoacido 296 al 431. La
secuencia de aminoacidos que rodea la N388 contiene residuos con
caracteristicas que pudieran crear una regién con carga positiva capaz de
interaccionar con la proteina 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 aminoacido neutro y se substituyd por una serina, que es otro
aminoacido 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 substitucion fué por un aminoacido
mas hidrofébico que modifica la carga. Otro factor importante en la interaccion de
las proteinas es el volumen vy la asparagina es un aminoacido con mayor
volumen que la serina {Radzicka y Wolfenden, 1988). Ademas, se observd en
un analisis de la estructura del receptor, con base en su secuencia de
aminoacidos, que esta sustitucion rompe una estructura probable de [} plegada

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




un aminodcido esencial para mantener la estructura de la regién del carboxilo, que
de esta manera afecta la union del carboxilo terminal del receptor Ste2p con las
subunidades Gpa?y Ste4 de la proteina G.

El carboxilo terminal del receptor Ste2p se ha descrito principalmente como
una regién importante que experimenta hiperfosforilacién. Después de la adicidn
de la feremona «, el tallo del carboxilo terminal es hiperfosforilado en serinas v
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 feromeona « o algunos antagenistas del ligando, tanto la
tercera asa citoplasmica, asi como [a region 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 proteina G, y que por lo tanto
esta regién no es importante para dicha funcién, ademas 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 demosird que |a region que comprende los residuos
de aminoacido del 360 al 431, la cual es parte del carboxilo terminal, participa en
la formacion de un complejo de preactivacion (Dosil y coi., 2000). Dado que la
mutacion 8L, N388S se localiza dentro de esta region, pudiera ser que afecie este
evento y por consiguiente la activacion de la proteina G. Sin embargo, otros
estudios han demostrado gue el carboxiio terminal juega un papel muy importante
en [a activacion de la proteina G, ya que cuando se remueve parte de este, (A408
y A399) y esta region incluye la asparagina 388, la capacidad para aparearse
disminuye un 50% (Reneke y col.,, 1988). Todos esios estudios muestran que
esta region es activa, y que ademas de tener una funcidn reguladora dentro de
la cascada de transduccion de sefiales en respuesta a feromona «, tiene una
participacion muy importante en la activacion de la proteina G.

Mediante la utilizacion de una mutante y metodologias que permiten ver |a

interaccién fisica enire proteinas. en este trabajo se logrd determinar que la



region del carboxilo terminal y las subunidades Ga y Gp tienen una interaccion

fisica, ademas se pudo definir la region del carboxilo terminal del receptor Ste2p

como un dominio importante para tal interaccion.
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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
fenolipicamente se expresaron como alteradas en la respuesta a feromona

.

De las mutanies con campios en las asas exiracelulares solo la clona con el

cambio L268S mostrdé un marcado descenso en la respuesta a feromona «.

La mutante gue presentd en el extremo carboxilo terminal el cambio N388S,
expresd el receptor en la superficie celular al mismo nivel que la cepa
silvestre, sin embargo el cambid modificé negativamente la respuesta a
feromona o vy la interaccion fisica del receptor con las subunidades Gpai y
Sted.

El carboxilo terminal del receptor Ste2 de Saccharomyces cerevisiae
participa en el acoplamiento a proteina G y en su activacion, mediante

interaccion con las subunidades o y B de dicha proteina.
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7. PERSPECTIVAS

A partir de la metodologia implementada, es posible estudiar mas mutantes
con cambios en las diferentes regiones, para dilucidar con esto, las regiones
especificas del receptor que interacttian con la proteina G.

Asi mismo se podria establecer que region de Gpal y Ste4 de la proteina
G, estan involucradas en la unidén con la regién carboxilo del receptor, pudiéndose
con esto, avanzar en el conocimiento acerca del porque la traduccién de sefiales
se modifica.

Los datos del trabajo sugieren que la region carboxilo terminal tiene un
papel relevante en el acoplamiento a proteina G, asi como en su activacion a
través de las subunidades o y 3, sin embargo debe considerarse el hecho de que
la region carboxilo participa en la formacion de un complejo de preactivacién, 1o
cual también podria dilucidarse a partir del estudio de mas clonas mutadas
respecto a su respuesta a la feromona y a su interaccién con las subunidades
mencionadas.

El hallazgo de la participacion de cierfos aminoacidos de la region de las
asas extracelulares en la respuesta a feromona, abre la necesidad de indagar
respecto al papel que estos juegan en [a uniéon a la feromona, ademas de las ya
descritas en la bibliografia.

Al entender como se dan las interacciones receptor-feromona y receptor-
proteina G, es posible utilizar el receptor de Saccharomyces cerevisiae como un
modelo gue permita estudiar el efecto de farmacos y extrapolar el efecto, a otros
receptores de esta familla de siete dominios transmembranales, que participen en

procesos patologicos.
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he Ste2 gene encodes the veast g-pheromone receptor that belongs to the superfamily of seven-transmembrane G protem-coupled
ptors Binding of pheromene induces activation of the heterotrimeric G protem tnggenng growth arrest in Gl phase and induction of
s required for mating By random PCR-mediated mutagenesis we 1solated mutant 814, which presents a substitution of an asparagine
lue by serine at position 388 of the o-factor receptor. The 8L4 mutant strain shows phenotyvpic defects such as: reduction in growth
st after pheromone treatment. diminished activation of the Fus/ gene. and impaired maung competence. The asparagme residue lies in
econd half of the intracellular protrudimg C-terminal tail ol the receptor. and 1ts replacement by serine affects interaction with beti the
and G subunits Since expression of the receptor as well as its kmetic parameters, 1e. hgand affinity and receptor number. are
Tected 1n the mutant strain. we propose that assoaation of the C-termunal tail of the receptor with Go and G subumits 1s required for
et activanen of the heterotrimeric G protein Beswdes its devenibed vole in downregulation and in formation of preactivation complen,
-¢sults here shown indicate that the C-termumal tinl of the receptor plays an actve role in transmutting the stimulus of mating pheromone
w heterotrimeric G piotemn, € 2001 Federaton of European Microbiological Socicties Published by Elsevier Science BV Al nights
rved.,
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P Veara cells {1 and Stedp i e cells [2] that conformational changes in transmembrane domains that
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ors that retain binding of cognate ligand with high
uty but are incapable of signa! transcuction by them-
es [8]. Subsequently. point mutations and chimeric
stitutions within these same regions centinued to point
heir involvement in direct interaction with the G pro-
. So far, this has been demonstrated for the biogenic
ne receptors (adrenergic, muscarinic, serotonergic).
tide recepters (angiotensin}, and rhodopsin [91.
arboxy-terminal tails of serpentine receptors vary con-
rably in their amino acid sequence. In the case of the
st o-pheromone receptor. the cytoplasmic carboxy-ter-
al tail extends at least 130 aminc zod residues cut
1 the membrane. Although the C-terminus of the re-
ror interacts physically with its associated heterotrimer-
5 protem [10.11]. mutagenesis studies have shown that
s not required for ligand buading, but 1s invelved in
>nsitization after pheromone treatment [12.13]. and in
nation of a preactivation complex with its associated G
tein [11).

ven though receptors lacking the full C-terminal tail
capable of signaling upon binding of c-pheromone.
= we describe a poini mutation in the C-tail of the
ictor receptor that diminishes coupling with the G pro-
| by altering contact to both Gu and Gp subunits.

Vaterials and methods
Strains and media

he yeast strains used in this study were: W303-1A
it ade?. Jus3. lew2. trpl, wa3, canl-100). W303-3A
ara, ade?, Tus3, leuZ. rpl. wrald. canl-100. sre2: Leu).
03-28 (Mara, ade2, his3. lew?. trpl, wa3. sati, canl-100.
> Lew?). and 70 (Maree, thr3, metl). Escherichia coli
un DHeS was used to propagate shuttle vectors and
cmbiant plastids YPD medwm consisted of 1.
st extract. 2% bucto-peptone and 2% glucose. SD mun-
|l medium conststed of 0 67% yeast mirogen base with-
Camiao acids (Difco) and 2% glucose. SGal medium
tamed 0.67% yeast mitrogen base and 3% galactose
and SGal mimimal media were supplemented with
required amime acids (30 pe ml™") to select for plus-
100 uM Cus ™ was used to induce constructs in the
UP veciot.

POR-medired rondonn imutagenests and nndans
selection

[Ne Sred open readimyg frame {ORF) was subjected o
dom mutagenesis by PCRoamplificition as desenbed
F2mM Ma® (mstead of Me® oy and 230 uN dNTPS
cept for JATP which was 125 pdDowere wed an the
clicnt The Sad ORP was amphlied usimg ohgodeons -
Adeotides directed amaest the 57 and 37 ends that ime-

b Lrine some nee Nl opositon 2 oo LT IS o1

nucleotides bevond the stop codon) restriction sites respec-
tively. The PCR conditions were as foliow. 3 min at 94°C,
50 cycles of 43 s at 94°C, 45 5 at 353°C, and 60 s at 72°C.
with a final extension of 10 min ar 72°C. PCR products
were digested with Meol and Asp718 and subcloned into
the pCUP vector previously digested with the same en-
zymes. This placed the Ste2 PCR products under the con-
trol of the CUP[ promoter. The Sre? mutants were se-
lected as follows- W303-3A (Ste2p-less strain) was
transfected with the pCUP-based library. plated on SD
medium with amino acids and incubated for 48 h. Paiches
were replica-plated te YPD containing a tawn of WdTy
ceils and incubated at 30°C for 3 h. Mating patches were
rephca-plated to minimal medium and incubated at 30°C
for 48 h to select for diploids.

2.3. Pheromone response assays

Response to o-factor was tesied by monitoring cell
number and induction of Fusl-LacZ fusion protein [14],
Strains to be tested were grown until the mid-exponential
phase in selective medium. 5X 107 cells were then rans-
ferred to selective medium containing 100 uM CuSO.. to
induce pCUP constructs. Finally a-pheromone was added
at a final concentration of 1 pug mi~¢. Cell number was
determined after 12 h incubation at 30°C using a cell
counting chamber. The effect of pheromone over the mat-
ing pathway was determined by quantification of $3-galac-
tosidase acuvity as described [14].

2 4. Quantitative Maling dassays

Quantitative mating assavs were done as follows Vg
W303-1A and W303-3A containing the desired plasmids
were grown unul the mid-exponential phase m selectinve
medium containing 100 uM CusSOy. 13108 cells were
mixed with | X 10° cells of the tester stramn. collected on
a nitrocellulose membrane filter. and placed on a YPD
plate plus 100 uM Cu:S0,. Plates were incubated for 3 h
at 30°C The cells from each filter were suspended m water
and plated on S medium for diploid selection

25 Comeruciton of the GFP-5re2 fusion proteins

A 0.7-ky BCR fragmeut of the gene encoding the plant
version of the green fuorescent protein (GEFP) was gener-
ated with ohigodeoxynuclecudes containmyg Neol sites (at
postions 2 and 313, respectively ), Thas fragment was sub-
cloned o pCUP Ste2 constructs opened at Vool This
cave an n=lrane comstruction of GFP fused o the N-
termunus of the Stel receptor under the control of the
capper I)I'l\lnt‘ldi'

3
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=scence with a Becton Dickinson FACScan, using the
L-Quest software. Transfected cells were grown over-

at 30°C in SD medium supplemented with the re-
d amino acids and 100 uM Cu.S50,. Ceils were col-
1, washed twice with cold water. and kept on ice while
ed.

Interacrion ASSAYS

says of physical nteraction were done with the
\—B42 two-hybrid system [14]. The fragments encod-
he C-terminal ta1) of wild-type and mutant Sre? were
ned by PCR introducing a restriction site for FcoRI1
sition 913. The PCR products were first cloned into
©H and then subcloned into pEG202 digested with
ame enzsme. The full-length ORFs of Gpal and Sted
subcloned mto pJG4-3 as in-frame EcoRI-Xhol frag-
s obtained by PCR amplification. The S cerevisiae
chitinase gene (Cis/-2), amplified by PCR using oli-
oxynucleotides that introduce EeoRIE and Xhol re-
ion sites. was subcloned into pEG202 for use as the
action-negative control. Strain W303-1A was irans-
d with two-hvybrid plasmids and grown in SGal me-
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 plasmid.

Bwdmg assavs of cepheromone

-Labeled a-factor was prepared and punfied as pre-
slv described [151. Pheromone binding assays were
- as described [16]. [¥S]H-SQ, was from ICN Radio-
ticals. Cells growing in SD medium were induced with
UM CuaS0O; 4 h before binding assays.

esults

1e Ste receptor-encoding gene wis mutagenized by
amphification using conditions that reduce fidelity

INA svnthesis by Tag DNA polymerase as described
!
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Fizg. | Effect of e-pheromene on Fus/ inducuon and growth properties
of ste2 cells carrving pCUP counstructs Cells harborg plismuds were
grown until nud-evponential phase m SD plus the required anmuno acids.
5% 107 cells were transferred to 2 ml of seiectine medium contamnmg 100
uM CuxS0; o-Pheromone was added at a final concentraton of | ug
™!, Cultures were incubated for 12 b at 30°C. At -Galactosidase ac-
uvity B Cell number Solid bar, no receptor Open bat. wid-type re-
ceptor. Hatched bar. 8L4 receptor

betore [14]. In this set of expertments we determined an
error frequency of 0.2% Mutagenized Ste2 ORFs were
subcioned into the Cu*~-inducible vector pCUP. generat-
ing a hibrary of about 200 independent clones. Based on
the analysis of inserts from 10 randomly picked clones we
estimated 80% recombinant plasmuids in the pCUP library.
The library was used to transfect the sterile strain sze?. In
a first screening we assaved the transfected strain in a
diploid formation assay. identifying defective Stelp recep-
tors by thewr inability to rescue the Ste2-lacking mutant
from sterility. In this first approach. we found a broad
spectrum of clones. from those that totally reversed the
sterile phenctype of the ye? mutant to those that com-
pletely failed te restore mating. We focused on the clones
that presented an intermediate phenotype from wineh we
selected mutant 8L4 for further and detaled charactenza-
tion. Sequence analysis of the 8L mutant showed a tran-
sition A to G at position 1163 that creates the replacement
of N(388) by S. This residue 15 tocaied 1 the putative C-
terminal tal ol the Stel receptor. The mating efficiency of
the wre2 mutant carrying the SL4 alleie of the receptor was
estumated te be 43% of the strain carrving the wild-type
receptor (Table 1), Expression of the mutant receptor did
not allver muung of either the wild-type stradn or the s7el
stratn expressing the wald-type aliele of the receptor (not
shown), which mdweates the recessive character of the
S22 ™S mpation.

Occupaney of receptor by pheromone induces activation
of G protem via guanie nucleotde exchange m the Go
subumit. Free GBy dimer in turn aetvates & caseade of
phosphorviations, wluch leads 1o growth arrest m Gl
phase and wigeers exvpression of genes reguired for diploid
formation, one of wihten o A/ Hore we ised as o re-
porter of the phoromong-actnated sethway, o fusion pro-

ten ot busip o nath fhe racieriad gecalictosidase wnose e
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on is under the control of the Fus/ promoter [14]. As
e observed in Fig. 1A, the B-galactosidase activity of
rain carrying the 814 receptor is reduced by about
indicating that the mutant receptor is deficient to
e expression of the Fus/ gene upon stimulation
o-pheromone. This observation is consistent with
ffect that the SL4 recepter has in the induction of
th arrest. i.e. cultures of the strain expressing the
nt receptor showed about two times more cells than
s expressing the wild-type receptor (Fig. 1B).
e low sensitivity to o-pheromone of the stramn ex-
ing the 8L4 receptor could be due to either an alter-
Lin 1ts expression and/or inability to reach the plasma
brane, To address this question we devised the fol-
ag protocol to detect the mutant Ste2 receptor. A
m was made between the Ste2 recepior and GFP as
aated 1n Section 2. Fluorescence of GFP was measured
its distribution was analyzed with a Becton Dickinson
“Scan employing the CELL-Quest software. As con-
i we analyzed the distmbution of the wild-type Ste2p-
> fusion protein and GFP alone expressed under the
rol of the Cu’*~ promoter. As seen in Fig 2A, cells
sfected with the pCUP-GFP plasmud displayed a clear
: to the right compared to control cells transfected with
JP alone. The average fluorescence increased eight-
. from § to 69 arbitrary fluorescent units (AFU). A
aficant fraction of the cell population transfected with
JP-GFP displaved fluorescence above control levels.
o of the cell population transfected with pCUP-GFP
dayed a fluorescence ntensity higher than 25 AFU
wpared to only 0.3% of the cell population transfected
it pCUP. In cells expressing the hibrid protein Ste2-
P. the average fluorescence increased 3.1-fold (from 8 te
AFUj while m cells expressing the Stwe2™¥S_GFp
nd protein the average fluorescence inereased 2 7-fold
m 8§ to 22 AFU). In cells expressing cither of the hy-
1 proteins a significant portien of the cell pepulations
played a ffuorescence intensity hisher than 25 AFU,
o tor the Ste2-GFP hyvbnd and 39% for the
INT3I88)S-GFP hnbrid. From these results we draw
y mayor conclusions: (o) hybrid protans are overex-
ssed with respect o controls. but te lower levels than
P alone (thas effect could result lrom the normal regu-
on that controls the endogenous Ste protein level im-
wedd over ihe hybid pretoms) and (b botly wild-type
I mutant S1e2 hybnd protems display simudar expression
I, On the other hand. the intensity of Nuorescence
ended directly on the dose of Cus (1ot shown)
1 additon, wild-type recepror tused 1o GEP s able o
voreverse the maung deficiencs of the see2 oull mutant
g 23 This funciional test mndicates that the hybrid
e et s abilite o reach the plasma membiane
o acunvate the pheromone respotse pathwas, Inoad-
ot e B34 GEP tusion prown s able o mdiate
vt ihe same level o the S5 receptor alone does

AR} H i H ~ . sy v . Cha o
oo 2B The Lot Shown anewe cedcaie hag e

Table 2
Agomst binding affinity and cell surface expression of wild-ty pe and mu-
tant receptors

Ste2 allele K4 (nM) B (31223 per cell)
Wiid-type 15403 4200 £ 406

ste2 N 38818 1.9x0.7 3600 = 600

ste2a nd nd.

The 1ndicated Ste2 alleles were evpressed from the pCUP plusoud 1n
stram W303228 (Mare ade? A3 dew? wpl. urad ssif, canl-100, sre2:
Lew?Y. Cells were treated with radiolabeled o-pheromone for 2 h at
30°C Values were calculated by nonlinear regression of data obtained
from three mdependent transformants assayed by duphcated n.d . spe-
cific binding not detected

N{388)S mutation does not aiter cell surface expression
of the 8L4 receptor

To determine whether the N(388)S mutation in the
a-pheromone receptor affects ligand binding we carried
out equilibrium binding studies with intact cells. The af-
finity for c-pheromone (K,), measured as a factor of the
apparent equilibrium dissociation constant (1/Ky). and the
steady-state levels of cell surface receptors (Bma) are
shown in Table 2. The 8L4 mutant receptor possessed
affinities for c-factor (Kg =1.2-2.6 nM) that were 1dentical
to the values obtained for the wild-tvpe receptor {Ky = 1.0-
2.0 nM). These values are essentially the same as those
previously pubhshed [15.17]. The By, values indicate
that wild-type receptor varied between assays from 3800
to 4600 receptors per cell and 814 mutant receptor varied
between 3000 and 4200 receptors per cell

The results shown above indicate that the defective abil-
ity of the stelp mutant receptor to mediate growth arres:
and matng induction caused by the point mutation in its
C-termunal tail could not be accounted for either by alter-
ation m 1ts Kinetic constants or by protein destabilization.
Theretore the deficient activty of the SL4 receptor should
be due to falure to activate adequately the heterotnmeric
G protein.

Sutee N(388) 15 located i the C-terminal cvtoplasmic
tanl of the Stel receptor. we measured the abulity of mutant
and wild-tvpe C-terminal domains to bind Go (Gpalp)
and GB (Stedp) subunits employing the two-hyvbrid sys-
wm. The frugment encoding the C-ternmal tail of the
Ste2 receptlor was subcloned into pEG202 plusmid in
frame with the Lev { DNA pindimg domamn, placing the
hybrid protein under the control of the constitutive L {dhf
promolter. Gpal and Sred were subcloned mto plG4-3
plasmd fused to the B42 transeription activation domain.
wlhieh is expressed with the Ge//-induable promoter Fig
3 shows Begalactostdase acuvity induced by interacting
pairs. The Bwo-ubid assad detected ihat the C-terminal
tb of the N4 recepiar has o redueed capacity (30%0) 1o
assaciate with both Stedp and Gpalp subumis, Fhis s trae
for tuee mdependent Jlores of cach mieractng par ds-
saved i duphicate Controb avperiments nuade wath the

- Twerp Dy
Sy Ay

Sn b oang ad-oee SeI-COOH T gnents
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binding

activation
domain

domain

B-galictosidase activity (Units/mg of protein) N ]

dtedp Ste2p

Stedp Sidf;J e N

Gpalp  SteZp

Gpalp SiezgJ S T s

L VRN

115.0£93

< N(388)5

3 Physical assocution of wild-type and SL4 veceptors to Stedp and Gpalp subumis Stram W303-13 transfected with the plasnuds indicated m

5

n 2 was grown wnnd the mud-eaponentral phase m SD selective medium 5% 107 cells were namsferred to liquid $Gal medium and incubated at
for 13 h The B-galactosidase actnity corresponds to the average value of three independent clenes assayed in duplicatrs The uctivation domain
sponds to B42-fused protemns cloned mte pJG4-3 The hinding domain corresponds to LexA-fused protens cloned mie pEG202 A diagram of the

tor mdicating localizetton of the N(388)S mutatien 15 shown

ain measured alone and with the S. cerevisiae endo-
nase (Ctslp) as activation domain showed B-galacto-
se activities ranging from 0.5 to 4 U mg™! of protein
shown). These data clearly indicate that replacement
he IN(388) residue results in reduced contact between
C-terminal tail of the receptor with both subunits of
G protein affecting the transmission of the pheromone
ulus.

Yiscussion

veral studies with a vanety of G protein-coupled re-
ors have suggested that not only their wntracellular
s but also thelr carboxy-termmal tails play a crucial
m mantaning a productive G protein coupling Crys-
siructures ot heterotrimeric G protein as well as bio-
nical and mutigenesty studies indicate that the C-ter-
al tail of the Go subumt mteracts directly with the
ptor perhaps in o domain lormed by transmembrane
ons 3. 6, and 7 [10.18]. In this nmodel the receptor’s
oxy-terminal tail may be accommodated n the inter-
between Goand Gy interacting with beth subunits.
1 this work we desertbe that the replacement of N{388)
5 in the C-temnunal el leads o reduccd contact be-
n the g-pheremonce receplor and the Goand GB sub-
s, aflecting activation of the G proten upon binding
heromone. Substitution of N by S {1¢. changes in
s oand van dar Waals volume) at thas parucular posi-
disrupts o putdtive P-shee structure located gt rest-
v 3R 393 ! i suggests that the NOSRY residue, rather
) bemy o contact point 1o both subunis of the O
ey, s essentlal toomamtan the higdmy structure o
C-terunat tul oo poth Gooand G suonnits N3RS
1

wathen restdues Sed A3 ahich have been implheared

e Vg . . . P -y A - L i . .
STCRR T P TR T AN L R TR B O BEA TR L ;\IL.I\U‘.L{LL\V‘_ [NRITE

plexes [11]. Taking this into account. the recessive nature
of the N{388)$ mutation indicates that the C-terminal tail
of the mutant receptor is defective in promoting the for-
mation of preactivation complexes and suggests that these
are a required step for G protein activation upon binding
of pheromone.

The o-facter receptor undergoes a pheromone-depen-
dent hyperphosphorylation of the C-terminal hydrophilic
domain that mediates downregulation by pheromone-
sumulated receptor endocytosis [19]. Although it was
shown that the C-termuinal domain of the a-factor receptor
is unlikely to play an zssential role in G protain activation,
since truncated receptors lacking this region remain re-
sponsive 1o agomst [12.13], the results desernibed here in-
dicate that the C-terminal tal of the receptor. when
present. plays an actne rofe in signal transduction and
may regulate G prown activation in fact. removal of
the C-terminus 15 not totally mert for receptor function.
since one of the deseribed truncations of the C-terminus
{the so-~culled A408). wluch lacks the entre C-rerminal tl.
reduced mating to 3. [13].
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