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RESUMEN

Ste2 es un receptor acoplado a proteina G en Saccharomyces cerevisiae que se une a la
feromona alfa para mediar el apareamiento. En este trabajo se estudio la participacion de la
isoleucina 190, un residuo conservado entre especies de hongos localizado en el asa
extracelular Il. Se generaron cinco mutantes (1190S, 1190R, 1190L, 1190H e 1190P), vy se
evalud el efecto de cada mutante en la funcion de Ste2 de inducir la inhibicion del
crecimiento de la levadura. Nuestros resultados indican que la isoleucina 190 no es un
residuo critico para la funcion del receptor. Sin embargo, una disminucion en la
sensibilidad a la feromona alfa de las mutantes 1190P, 1190H e 1190R, indica que los anillos
y las cadenas laterales con carga positiva son menos tolerados en esta posicion.
Adicionalmente, en este trabajo presentamos un modelo de la estructura atémica
tridimensional de Ste2 asociado a su ligando. EI modelo generado es congruente con la
informacidn experimental disponible y permite proponer nuevas interacciones hélice-hélice
que podrian estabilizar conformacion nativa del receptor. Ademas el modelo sugiere que la
interfaz entre Ste2 y la feromona alfa estd compuesta por 26 residuos, en su mayor parte

polares, localizados en las tres asas extracelulares y las hélices HI, HV y HVI.
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ABSTRACT

Ste2p is a G protein-coupled receptor in Saccharomyces cerevisiae that mediates mating by
responding to the alpha pheromone. In this work was studied the role of isoleucine 190, a
residue conserved among fungal species located at the second extracellular loop. Five
mutants (1190R, 1190H, 1190P, 1190L and 1190S) were obtained and the effect of each
mutant in the Ste2 function of induce the yeast growth inhibition was tested. Our results
indicate that this position is not critical for receptor function. But a decrease in the
sensitivity to alpha pheromone in 1190P, 1190H and 1190R mutants indicate that the ring
and positively-charged side chains are tolerated less at this position. Additionally in this
study we present an atomic three-dimensional model of Ste2 associated with its ligand. The
generated model is in general agreement with the available experimental data and allowed
us to propose new helix-helix interactions that could stabilize the native conformation of
the receptor. Furthermore the model suggest that the interface between Ste2 and alpha
pheromone is formed by 26 residues, most of which are polar residues located at the three
extracellular loops and helices HI, HV, and HVI.
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. ANTECEDENTES

Receptores acoplados a proteina G
Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs por sus siglas en inglés G-protein-coupled
receptors) constituyen una superfamilia ubicua de proteinas que se define por las siguientes
caracteristicas (Kobilka K. B, 2007):

e Se localizan en la membrana plasmatica.

e Median la percepcion de estimulos exdgenos.

e Poseen una arquitectura comun de siete hélices transmembranales conectadas por tres
asas extracelulares y tres asas intracelulares.

e El dominio amino terminal se ubica extracelularmente, mientras que el dominio
carboxilo terminal se localiza intracelularmente.

e Activan proteinas G heterotriméricas intracelulares.

Existen diferentes clasificaciones de los miembros de la superfamilia de GPCRs. El
Sistema A-F agrupa a los GPCRs en seis clases o familias basandose en identidad de
secuencia y similitud funcional (Kolakowski, 1994):

e Clase A Familia de la Rodopsina

e Clase B Familia de la Secretina

e Clase C Familia del Glutamato

e Clase D Receptores de feromona para el apareamiento de la levadura

e Clase E Receptores AMPc

e Clase F Frizzled/Smoothen
En los seres humanos, mas de 1200 GPCRs sefializan la vision, la percepcién olfatoria, el

gusto, el metabolismo, el sistema endocrino, la regulacion neuromuscular y el sistema

nervioso central.
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GPCRs en Saccharomyces cerevisiae

En S. cerevisiae existen tres GPCRSs: el receptor Gprl, cuya funcién es mediar la activacion
por glucosa de la via de la adenilato ciclasa y por otra parte, los receptores Ste2 y Ste3, que
median la sefializacion por feromona para el apareamiento de la levadura (Versele M., et al,
2001).

Apareamiento de la levadura

S. cerevisiae presenta dos tipos celulares haploides diferentes, células MATa (del inglés
mating type a) y células MATa (del inglés mating type o). Las células MATa expresan
Ste2 y secretan feromona a, mientras que las células MATa expresan Ste3 y secretan
feromona alfa. El apareamiento de estos dos tipos celulares genera un tercer tipo celular, la
célula diploide a/a. Para que el apareamiento ocurra debe darse la union de feromona alfa'y
feromona a, a Ste2 y Ste3, respectivamente (Burkholder A. C., y Hartwell L. H., 1985)
(Figura 1).

Feromona o

q P v\ o o o =
_ —— o e — —, S .
— - — - - %, e = / ™
o ~s P - — . Y
A \
\

rd . , /

s \\\ 9 ,/ \\_ {f’ - B / \
/ \ f | {
(@ ke @ |~ O ) ) @
\ o o~ \ / \ - / \

\\ J \ / N N /; \\\ y

/ . . . . . S
Ste2 o o o7 _./// — — e

Feromaona &

Figura 1. Eventos secuenciales en el apareamiento de la levadura. Luego de la unién de la feromona a y la
feromona alfa, a los receptores Ste3 y Ste2 respectivamente (izquierda), se produce el crecimiento polarizado
en direccion del tipo celular opuesto o “shmoo”, arresto celular en la fase G1 en ambos tipos celulares, fusion

celular y cariogamia (centro), mismos que conducen a la formacion de la célula diploide a/a (derecha).
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De manera general, la sefializacion ocurre cuando la feromona se une al GPCR (Ste2 o
Ste3), lo que ocasiona la activacién de la proteina G (Figura 2) y la cascada de las MAPK
(por sus siglas en inglés mitogen activated protein kinases), llevando a la activacién de un
factor de transcripcion que permite la expresion de genes especificos de apareamiento
(Wang Y.y Dohlman, H. G., 2004) (Figura 3).

Feromona a

Figura 2. Activacion de la proteina G por feromona alfa en S. cerevisiae. En las células MATa, la unidn de la
feromona alfa a Ste2 altera la interaccion del receptor con la proteina trimérica G, lo que ocasiona que se
intercambie GDP por GTP en la subunidad a de la proteina G. Entonces, las subunidades o y By de la proteina
G se disocian. Modificada de Li J., et al., 2002.
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Figura 3. Respuesta intracelular a la unién de la feromona alfa a Ste2. Al disociarse las subunidades de la
proteina G, el dimero Py libre activa a tres componentes: Ste5, Cdc24 y Ste20. Ste5 es una proteina de
andamiaje que une al dimero By con Ste20 y el médulo MAPK (un sistema de fosforilacion de tres
componentes: Stell, Ste7 y Fus3). Cdc24 es un intercambiador de nucleotidos, que actta sobre Cdc42, una
GTPasa localizada en la membrana plasmética. Alternativamente, Cdc42 activa a Ste20. Ste20 es una cinasa
que, asistida por Ste50, fosforila y activa a Stell. En la ruta MAPK, Stell activado fosforila y activa a Ste7,
y a su vez Ste7 fosforila y activa a Fus3. Finalmente, Fus3 promueve el arresto celular en la fase G1 a través
de la activacion de Farl y también promueve la activacion de Stel2 por inactivar a sus inhibidores Digl y
Dig2. Stel2 es un factor transcripcional que reconoce secuencias PRE (por las siglas en inglés Pheromone
Response Element) localizadas en la region del promotor de los genes Mcm1 necesarios para el apareamiento
de la levadura. Modificada de Schwartz M. A. y Madhani H. D., 2004.
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Estructura y funcion de Ste2

Ste2 es un miembro de la clase D de GPCRs (Kolakowski L. F., 1994, Horn F., 1998).
Consta de 431 aminoacidos y su clave de deposito en la base de datos de secuencias de
proteinas UniProt es D6VTKA4. El estudio de Ste2 comenz6 en 1970-1980 al investigar
cémo el apareamiento de la levadura es controlado a nivel molecular. Un conjunto de genes
importantes para el apareamiento, entre estos STE2, se descubrieron al identificar variantes
genéticas con un fenotipo esteril (Mackay y Manney, 1974; Hartwell 1980). Afios mas
tarde, el gen STE2 fue clonado y caracterizado (Jenness D. D., Burkholder A. C., y
Hartwell L. H., 1983; Burkholder A. C., y Hartwell L. H., 1985).

De manera general, un GPCR posee una topologia comun de cinco dominios funcionales: el
dominio amino terminal, el dominio extracelular, el dominio transmembranal, el dominio
intracelular y el dominio carboxilo terminal (Figura 4). En Ste2, estos cinco dominios
funcionales han sido determinados experimentalmente a través de medir la reactividad de
residuos de cisteina modificados  por MTSEA-biotin (2-([biotinoil] amino) etil
metanotiosulfonato), el cual reacciona con grupos sulfhidrilo accesibles al solvente (Choi
Y.y Konopka J. B., 2006) (Figura 5).
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terminal
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trarismembranal prastiiaricd
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L1— - -
Dominio
carboxilo T
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Figura 4. llustracion de la topologia de un GPCR. Un GPCR se compone de cinco dominios funcionales: el
dominio transmembranal que consiste en siete hélices transmembranales, el dominio extracelular que consta
de tres asas extracelulares, el dominio amino terminal que se ubica extracelularmente, el dominio carboxilo
terminal que se ubica en el citoplasma y el dominio intracelular que consta de tres asas orientadas hacia el

citoplasma.
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Figura 5. Diagrama topoldgico de Ste2. Cada aminoacido se representa por el cédigo de una letra dentro de un circulo gris. Las dos lineas horizontales
representan la membrana plasmatica. Las hélices transmemnranales (HI a HVII) vy las asas extracelulares (AE-1, AE-IIl, AE-II1) e intracelulares (Al-I, Al-11, Al-

I11) son indicadas. El diagrama fue elaborado con base en los datos de experimentos de accesibilidad al solvente publicados por Choi Y., y Konopka J. B., 2006.
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Debido a las dificultades para purificar y cristalizar proteinas integrales de membrana, la
estructura de Ste2 no ha sido determinada a través de cristalografia de rayos X. El tamafio
de Ste2 imposibilita la aplicacién de la técnica de resonancia magnética nuclear de alta
resolucion para resolver la estructura completa del receptor. Sin embargo, mediante

estudios de resonancia magnética nuclear (NMR) se conoce la estructura de dos

fragmentos aislados de Ste2, las HI y HIl y parte de la HVI (Figura 6).

Figura 6. Estructuras parciales de Ste2 resueltas por NMR. El segmento HI-HII de Ste2 resuelto por NMR en
solucion abarca los residuos 31-110 (PDB: 2k9p) (Neumoin A. et al, 2009). Esta estructura fue resuelta en
micelas de LPPG (izquierda). EI segmento de la HVI de Ste2 resuelto por NMR en estado sélido abarca los
residuos 252 a 269 (PDB: 1pjd) (Valentine K. G, et al, 2001). La estructura se determind en bicapas de 1,2-
dimiristoil-sn-glicerol-fosfatidilcolina (derecha). La imagen fue generada con PyMOL (DeLano W.L, 2012).

A continuacion se describe la estructura y funcion de cada uno de los dominios de Ste2:

Dominio amino terminal de Ste2. La secuencia de este dominio es corta en los GPCRs que
unen péptidos y monoaminas (10-50 aminoacidos) y mas largo (350-600 aminoacidos) en
receptores de hormonas y receptores de la familia del Glutamato (clase C) (Kobilka K. B.,
2007). En Ste2, el dominio amino terminal comprende los residuos 1-50 y se ha propuesto
que su funcion es mediar la dimerizacion del receptor (Overton M. C., y Blumer K. J.,
2002; Uddin M. S., 2012). Los residuos Asn25 y Asn32 de Ste2 se N-glicosilan. Sin
embargo, cuando estos residuos son mutados a glutamina para evitar la union de

carbohidratos, no se afecta la localizacion subcelular del receptor ni su funcién. Debido a
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ello, se piensa que esta modificacion postraduccional no es importante para la actividad del

receptor (Mentesana P. E., y Konopka J. B., 2001).

Dominio transmembranal de Ste2. Consiste en siete hélices (HI-HVII) que atraviesan
perpendicularmente a la membrana plasmatica. La funcion de este dominio es mecanica:
cuando un agonista se une al dominio extracelular, ocurren cambios conformacionales que
conducen al acoplamiento y activacion de la proteina G. En otros GPCRs, por ejemplo en la
rodopsina y en el receptor B adrenérgico, este dominio es ademas el sitio de union al
ligando. Se cree que en Ste2, la union de la feromona alfa ocurre en este dominio,
especificamente en las HI, HV y HVI (Lee B. K., et al., 2001; Lin J. C., et al., 2003; Naider
F., et al., 2007; Umanah G. K. E., et al., 2010; Henry L. K., et al., 2002). En algunos
GPCRs, el dominio transmembranal puede contener varios motivos. Ste2 presenta un
motivo GxxxG en la HI, formado por Gly56 y Gly60, que participa en la dimerizacion de
Ste2 (Overton M. C., et al, 2003). Ste2 carece del motivo E/DRY, una triada conservada de
residuos polares que se encuentra en muchos GPCRs en el extremo citoplasmatico de la
HIlI. El motivo E/DRY interactta con otros residuos polares de la HIlI regulando el arreglo
de empaquetamiento de las hélices contribuyendo a mantener el estado inactivo del receptor
(Nygaard R., et al., 2009). En su lugar, la GIn149 en Ste2 actia de manera analoga a este
motivo (Parrish W., et al, 2002).

Dominio carboxilo terminal de Ste2. En Ste2 el dominio carboxilo terminal cumple la
funcién de regulador negativo (Schandel et al., 1994, Hicke L., Riezman H., 1996; Rohrer
J., 1993). Las células que expresan receptores con el carboxilo terminal truncado son mas
sensibles a la feromona alfa y estos receptores son resistentes a la internalizacion (Reneke
J. E., 1998; Konopka J. B., 1988). Este dominio consta de 135 aminoacidos (residuos 296-
431), de los cuales 15 corresponden a serina y 18 a treonina. La fosforilacion de estos
residuos conduce a la endocitosis y desensibilizacion del receptor (Chen Q., Konopka J. B.,
1996; Hicke L., 1998; Feng Y., 2000). Se ha propuesto una division de este dominio en
subdominios funcionales que desempefian funciones interdependientes y diferenciales.
Estos subdominios son: la region proximal (residuos 302-334) que no participa en la
internalizacion del receptor; la region central (residuos 335-392) que regula la

internalizacion de Ste2; y la region distal (residuos 393-431) que es importante para
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mantener un nivel basal de sefializacion (Kim K. M. et al., 2012). Por otra parte, el
carboxilo terminal también ha sido implicado en la formacién de complejos de pre-
activacion con la proteina G. Asimismo, existen reportes que sugieren la interaccion fisica
directa entre el carboxilo terminal y las subunidades Ga y Gf de la proteina G (Bourne,

1997; Dosil M., et al., 2000; Duran- Avelar M. D. J., et al., 2001).

Dominio intracelular de Ste2. Consta de tres asas intracelulares Al-I, Al-11 'y Al-Ill. En
todos los GPCRs, el Al-11 o el Al-111 es responsable de la union selectiva a proteinas G y
su activacion (Kobilka B. K. y Deupi X., 2007; Rasmussen S. G., et al., 2011; Rovati G. E.,
2007). El Al-11 de algunos GPCRs interactta directamente con la proteina G (Acharya S.,
1997; Havlickova M., 2003), sin embargo, en Ste2 puede ser removida sin afectar la
funcién del receptor (Martin NP, 1999). EI Al-I1l de Ste2 es la region del receptor que
interacciona con la proteina G (Stefan C. J., y Blumer K. J., 1994).

Dominio extracelular de Ste2. Se conforma por las tres asas extracelulares AE-I, AE-Il y
AE-IIl. Este dominio es considerablemente diverso entre los distintos GPCRs, tanto en
longitud como en secuencia, lo que sugiere su especializacion para la especificidad del
receptor al ligando. Incluso dentro de las subfamilias, las asas extracelulares muestran baja
identidad en la secuencia, si no es que ninguna (Peeters M. C., et al, 2011). Las estructuras
cristalogréficas de GPCRs obtenidas muestran que las asas extracelulares son altamente
ordenadas y se estabilizan por varios elementos de estructura secundaria, por enlaces
disulfuro y por interacciones con el dominio transmembranal (Unal H., y Karnik S. S,
2012). Una caracteristica estructural del AE-Il de casi todos los GPCRs clase A es la
presencia de un puente disulfuro altamente conservado que conecta el asa con el extremo de
la HIII; este enlace confiere estabilidad estructural al receptor (Palczewski K. et al., 2000).
Ste2 no presenta el enlace disulfuro entre el AE-II y el extremo extracelular de la HIII.
Algunos residuos del AE-I de Ste2 han sido implicados en la transduccion de la sefal
(Tabla 1) (Akar-Strader A., 2002). Ademéas esta asa tiene cambios conformacionales

durante la activacion del receptor (Hauser M., et al., 2007).
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Estudios de mutagénesis en Ste2

Los estudios de mutagénesis exploran los efectos de cambiar el tamafio de la cadena lateral,
la carga, la hidrofobicidad y otras propiedades fisicoquimicas de los residuos de
aminoacido de una proteina a partir de modificar la secuencia nucleotidica del DNA que
codifica para la proteina de interés. Los efectos de una mutacion sobre la estructura del
receptor pueden ser la desestabilizacion del contacto directo entre el ligando y el residuo
mutado, o afectar el plegamiento de la proteina, las modificaciones postraduccionales o su
expresion en la superficie celular (Betts M.J., Russell R.B., 2003). La introduccion de
mutaciones en Ste2 ha permitido identificar residuos y regiones del receptor que son claves
para su funcionamiento. Como parte del desarrollo de este trabajo se hizo una busqueda de

las mutaciones puntuales reportadas para Ste2 (Tabla 1).
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Tabla 1. Residuos cuya mutacion tiene implicaciones significativas en la funcion del receptor Ste2

Residuo | Funcién Referencia
Pro5 | Apareamiento Shi C,, etal., 2009
Ile24 | Apareamiento Shi C., etal., 2009
Ile29 | Apareamiento ShiC,, etal., 2009
Ser47 | Unidn al ligando Lee B., K., et al., 2001
Thr48 | Uniodn al ligando Lee B., K., et al., 2001
Ala 52 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N., P., 2002
Phe55 | Transduccion de la sefial Abel M. G, et al., 1998
Gly56 | Oligomerizacion Overton M. C,, et al/,2003
Gly60 | Oligomerizacion Overton M. C., et al, 2003
Ser73 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Ser87 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
His94 | Probable interaccién con la HIlI Martin N. P., 2002
Alag6 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Akal-Strader A., 2002
Leul02 | Senalizacién Akal-Strader A., 2002
Leul03 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Asn105 | Sefalizacion Akal-Strader A., 2002
Ser 108 | Sefializacion Akal-Strader A., 2002
Tyrl11 | Senalizacion Martin N. P., 2002
Thr114 | Senalizacién Akal-Strader A., 2002
Asn132 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Leul66 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Ser184 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Alal85 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Phe204 | Unidn al ligando y transduccion de la seiial Lin J.C., et al.,, 2003
Asn205 | Uniodn al ligando Naider F., et al., 2007
Leu211 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Ser219 | Unidn al ligando Abel M. G, et al., 1998
Leu222 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Val223 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
GIn253 | Estabilizar la conformacidn inactiva Dube P., 1998
Ser254 | Estabilizar la conformacidén inactiva Dube P.,1998
Pro258 | Su mutacion incrementa la actividad del receptor Konopka J.B, 1996
Ser259 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Negin P. Martin, 2002
Tyr266 | Union al ligando y transduccion de la sefial Lee B.K., 2002
Lys269 | Unidn al ligando y transduccidn de la sefial Umanah G. K. E., 2010
Asp275 | Senalizacion Bajaj A., et al., 2007
Thr278 | Dimerizacion Kim H., 2009
Ala281 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Ala285 | Dimerizacion Kim H, 2009
Leu289 | Dimerizacion Kim H, 2009
Leu291 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Ser293 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Thr297 | Sustituciones no conservativas son no tolerables Martin N. P., 2002
Leu236 | Interaccién con proteina G en extractos celulares Weiner S. J. L., 1993; Schandel K.
A., 1994
Lys337 | Endocitosis del receptor Hicke L., et al.,1996
Asn388 | Contacto con las subunidades Ga y GB Duran-Avelar M.J. et al., 2001
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Ste2 como modelo de estudio de GPCRs de interés farmacéutico

Ste2 se considera un excelente modelo para el estudio de GPCRs debido a que presenta
similitudes estructurales y funcionales con otros GPCRs de interés farmacéutico. Por
ejemplo, se piensa que la interaccion entre las HV y HVI descrita en Ste2 es analoga a la
que ocurre en el receptor de lutropina (Dube P., et al., 2000). La desestabilizacion de estas
interacciones en el receptor de lutropina ha sido implicada en una activacion constitutiva y

en la enfermedad de pubertad precoz (Lin Z., et al., 1997).

Ademas, la via de sefializacion por feromona para el apareamiento en levaduras es
estructural y funcionalmente similar a las vias de sefializacion de hormonas y
neurotransmisores en mamiferos (Dohlman H. G., 1991). Por ello, algunos GPCRs de
mamiferos pueden ser expresados de manera heterdloga en S. cerevisiae. Por ejemplo, el
receptor de vasopresina tipo 2 (V2R), es un GPCR cuyas mutaciones son responsables de la
diabetes insipida nefrogena y ha sido expresado heterélogamente en levadura para su
estudio (Erlenbach et al., 2001).

Estructura y funcion de la feromona alfa

La feromona alfa de S. cerevisae es un tridecapéptido de secuencia: Trp-His-Trp-Leu-GIn-
Leu-Lys-Pro-Gly-GIn-Pro-Met-Tyr. Es una molécula anfipatica con el amino terminal
hidrofébico (Trp-His-Trp-Leu) y el centro hidrofilico (Leu-Lys-Pro-Gly-GIn). Posee tres
grupos cargados positivamente: el grupo amino terminal, His2 y Lys7, y un grupo cargado

negativamente, el carboxilo terminal, por lo que su carga neta es positiva a pH fisiologico.

A pesar de ser muy corta, diferentes regiones tienen funciones especificas. La remocion de
Metl3 y Tyrl4d resulta en un péptido inactivo que no se une a Ste2. En contraste, la
remocion de Trpl e His2 conduce a un péptido inactivo que se une fuertemente al receptor.
De esta manera, el carboxilo terminal es importante para la interaccion fisica con Ste2,
mientras que el amino terminal esta asociado a los eventos de sefializacion corriente abajo
(Naider F. y Becker J. M., 2004). Existe evidencia biofisica de que la region central (Pro8 y
Gly9) adopta una estructura de giro B, la cual podria orientar las regiones de “sefializacion”
(amino terminal) y “union” (carboxilo terminal). Se piensa que la feromona alfa podria
difundirse hacia el sitio activo de Ste2 directamente o bien unirse primero a la membrana
lipidica (Shenbagamurthi et al., 1983; Naider F., y Becker J. M., 2004).
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En relaciéon a la estructura de la feromona, del estudio del espectro de resonancia magnetica
nuclear de protones (H-NMR) de la molécula en su conformacién activa se dedujo la
existencia de una hélice en el N-terminal y dos giros B, uno en el centro y otro en el C-
terminal (Higashijima T., et al., 1983; Higashijima T., et al., 1984) (Figura 7). Sin
embargo, otro estudio propone un giro  en el centro y su importancia para el estado activo
de la molécula, mientras que demuestra que no hay evidencia para una estructura de hélice
en el N-terminal (Naider F., y Becker J. M., 2004).

Figura 7. Modelo de feromona alfa propuesto por Higashijima T., et al., 1984. Se puede apreciar una
estructura de hélice en el N-terminal en los residuos Trp-His-Trp-Leu-GIn, mientras que se forman dos giro B,
uno en el centro (Lys-Pro-Gly-GIn) y otro en el C-terminal (GIn-Pro-Met-Tyr) de la molécula. Imagen

tomada de Higashijima T., et al., 1984.

Estructura y funcién de la proteina G

Las proteinas G heterotriméricas ligan a los GPCRs a sistemas de segundo mensajero, tales
como adenilato ciclasas, fosfolipasas y canales de potasio y calcio. La proteina G
heterotrimérica esta compuesta de las subunidades Ga, G y Gy. La subunidad Ga, en su
estado inactivo, contiene al guanosin difosfato (GDP). Cuando el GPCR es activado, el
GDRP es liberado de la subunidad Ga y es remplazado por el guanosin trifosfato (GTP). El
GTP disocia al dimero GPy de Ga, activando a la proteina G. Tanto la subunidad Go unida
a GTP como el dimero GBy pueden modular diversas vias de sefializacion celular. La

proteina G activada puede regresar a su estado inactivo al hidrolizar un grupo fosfato del
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GTP, convirtiendo a éste ultimo en GDP (Oldham W. M. y Hamm H. E., 2008; Hamm H.
E., 1998).

Modelos de la unién de la feromona alfa a Ste2

Diferentes grupos de investigacion han propuesto distintos modelos bidimensionales para

explicar el modo de union y activacion de Ste2 por feromona alfa.

El modelo de Lee B. K., et al, 2001, se basa en datos provenientes de experimentos con
anélogos y derivados de la feromona alfa, marcaje por fotoafinidad y mutagénesis. En este
modelo la feromona alfa se une al receptor via contacto Metl2 y Tyrl3. Se forma una
curvatura en el centro Pro8-Gly9 de la feromona, mientras que el amino terminal interactla
con el bolsillo del dominio transmembranal de Ste2. Lys7 se sitda lejos del dominio
transmembranal e interactla con las asas extracelulares. GIn10 de la feromona alfa se sitda
proxima a los residuos Serd7 y Thr48 de la H1, mientras que Trpl se situa préximo al
bolsillo formado por H6/AE-111/H7.

Otro modelo es el propuesto por Lin J. C., et al, 2003. Este se sustenta en experimentos de
accesibilidad al solvente y mutagénesis sitio dirigida. Se forma un bolsillo de union en los
extremos de las hélices transmembranales, Tyr266 se situa lejos del bolsillo de unidn,
mientras que Phe204 se ubica orientandose hacia el interior del bolsillo de unién. Una
curvatura formada en la feromona alfa en Pro8-Gly9 ubica a los dominios amino terminal y
carboxilo terminal de la feromona alfa en proximidad. Tyr266 interacciona con el amino
terminal de la feromona alfa, y Phe204 con el carboxilo terminal de ésta, especificamente
en Tyrl3.

Finalmente, el modelo de Son C. D., et al, 2004, se desarroll6 a partir de en datos de
experimentos con analogos de feromona alfa, mutagénesis y estudios de entrecruzamiento
qguimico. En este modelo, el amino terminal de la feromona alfa interactia con los residuos
de los extremos extracelulares de las HV-HVII y porciones de las AE-1l y AE-Il. GInl10
interactUa con Ser47 y/o Thr48, mientras que Trply Trp3 de la feromona interaccionan con
Phe262 y Tyr266. Se forma un giro B en Pro8-Gly9 de la feromona alfa que conduce a la
parte central de ésta hacia las asas extracelulares del receptor y Tyrl3 interactia con el

extremo extracelular de la HI en Phe55—Arg58.
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Es importante destacar que en todos estos modelos la feromona forma una curvatura central
que se orienta lejos del dominio transmembranal del receptor, mientras que los dominios
carboxilo y amino terminal de la feromona interacttan con el dominio transmembranal de
Ste2, especificamente con las hélices HI, HV y HVI. Cada uno de estos modelos se ilustra

en la Figura 8.
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Figura 8. Modelos bidimensionales del modo de unién del receptor Ste2 a la feromona alfa. En la parte izquierda se ilustra el modelo de Lee B. K, et al., 2001,
que destaca el contacto de la GIn10 (feromona) con los residuos Ser47/Thr48 (receptor). En la parte central se muestra el modelo propuesto por Lin J. C., et al,
2003, que ilustra el contacto entre la Tyrl3 (feromona) y la Phe204 (receptor), asi como el contacto entre los residuos TrplHis2Trp3 (feromona) y la Tyr266
(receptor). En la parte derecha se muestra el modelo de Son C. D., et al., 2004, en donde los residuos en contacto con la feromona alfa se indican con estrellas: la
GIn10 (feromona) interactia con los residuos Ser47 y/o Thr4d8 (receptor), el Trpl y el Trp3 (feromona) interactGan con la Phe262 y la Tyr266 (receptor).
Iméagenes tomadas de Lee B. K., et al, 2001; Lin J. C. et al., 2003 y Son C. D., et al., 2004.
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El asa extracelular 11 (AE-I1) de Ste2

Diferentes estudios indican que el AE-I1 desempefia funciones importantes en GPCRs que
se unen a pequefias moléculas o a péptidos. Por ejemplo, el AE-11 participa en la unién al
ligando en el receptor opioide (Wang J. B., et al, 1994), en los receptores de secretina
(Holtmann M. H.,1996), quimiocina (Samson M., et al., 1997), somatostatina (Greenwood
M. T., et al. 1997), prostaglandina (Stillman B. A., et al, 1999), dopamina (Shi L. y Javitch
J. A., 2004), melatonina (Mazna P., et al., 2005), vasopresina (Conner M., et al, 2007),
receptor muscarinico (Scarselli M., et al., 2007), receptor canabinoide (Ahn K. H., et al.,
2009), tirotropina (Kleinau G. y Krause G., 2009), angiotensina (Unal H., et al., 2010),
histamina H1 (Shimamura T., et al., 2011) e histamina H4 (Wifling D., et al., 2015).

En otros GPCRs, el AE-II cumple la funcién de regulador negativo; por ejemplo, en la
rodopsina esta asa posee una horquilla-p antiparalela que forma una tapa que “sella” el sitio
de union al ligando (Palczewski K., et al., 2000), mientras que en el receptor C5a el AE-I1I
se inserta entre las hélices transmembranales para bloquear la actividad del receptor (Klco
J. M., et al., 2005).

El AE-1I posee un enlace disulfuro altamente conservado en la superfamilia de GPCRs que
conecta el asa con el extremo de la HIII. Este enlace disulfuro media el acoplamiento entre

el dominio extracelular y el dominio transmembranal (Karnik S. S., et al., 2003).

El AE-1l de Ste2 se conforma por los residuos Met189 a Asn205, su secuencia es
MIVTYNDVSATQDKYFN. Ste2 carece del enlace disulfuro en el AE-II, por lo que se ha
propuesto que otras interacciones podrian mediar el acoplamiento entre los dominios
extracelular y transmembranal, como ocurre en el caso de otros receptores que carecen de

este enlace (Janz, et al., 2003).

En este trabajo se realiz6 un alineamiento de secuencia entre Ste2 y otros receptores
homologos para encontrar los residuos conservados en el AE-II utilizando la plataforma
Pfam (Figura 9). Pfam es una base de datos en donde se pueden consultar y obtener
agrupamientos de secuencias de proteinas en familias, basados en sus alineamientos y

dominios.
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Esta plataforma utiliza los algoritmos de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

para alinear toda la secuencia y HMM (Hidden Markov Models) para definir los dominios

(Sonnhammer E. L., 1998). Los residuos conservados identifican residuos potencialmente

criticos para la funcién de una proteina. Debido a esto, en este proyecto se decidid trabajar

con la 11e190 para estudios de mutagénesis.
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Figura 9. Alineamiento del AE-Il de Ste2 entre especies de hongos realizado por Pfam. El residuo

conservado isoleucina en el AE-11 se muestra en color gris.
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Il.  JUSTIFICACION

Los GPCRs son considerados nodos de comunicacion esenciales entre el medio interno y
el medio externo de las células. EI mal funcionamiento de estos receptores puede afectar
diversos procesos celulares y conducir a estados patolégicos. Cerca del 60 % de las drogas
terapéuticas comerciales acttan sobre GPCRs en el tratamiento de diversas patologias tales
como falla cardiaca (B-adrenoceptores), Ulcera gastrica (receptores de histamina),
carcinoma de proéstata (receptores gonadorelina), hipertension (receptores adrenérgicos y
receptores de angiotensina), dolor (receptores opioides) y asma bronquial (B2
adrenoceptores) (Lundstrom K., 2009; Bosier B., 2007). En las ultimas tres décadas se ha
realizado una investigacion extensiva tanto académica como industrial en torno a la
relaciéon entre la estructura y la funcion de estos receptores. En 2012, Brian Kobilka y
Robert Lefkowitz fueron galardonados con el Premio Nobel en Quimica por sus estudios
sobre GPCRs.

A pesar de que Ste2, el receptor de feromona alfa en S. cerevisiae, no muestra identidad
global de secuencia con otros GPCRs, es un hecho establecido que los dominios de GPCRs
muy distintos en secuencia presentan fuertes similitudes en su organizacion y funcién. Por
ejemplo, en la mayoria de los GPCRs, la orientacion de las hélices es a contra reloj desde la
Hl a la HVII, cuando son vistas desde la superficie extracelular (Ji T. H. et al., 1998), el Al-
Il ha sido implicada en la activacion de la proteina G (Clark C. D., 1994; Stefan C. J. y
Blumer K. J., 1994), el dominio amino terminal es glicosilado y el dominio carboxilo
terminal es forsforilado a fin de mediar la endocitosis y desensibilizacion del receptor
(Rohrer J., 1993; Schandel K. A., 1994; Chen Q. y Konopka J. B., 1996). En otro caso,
Ste2 y el receptor  adrenérgico poseen solo un 22% de identidad y aun asi en ambos
receptores la unién al ligando ocurre en el dominio transmembranal y es mediado por los
aminoéacidos aromaticos de la HVI (Strader C. D., et al., 1989; Henry L. K., et al., 2002).

Debido a estas similitudes, Ste2 se considera una proteina modelo para el estudio de los
GPCRs (Dohlman H. G., 1991). El estudio de Ste2 ha conducido a avances importantes en

el entendimiento de los GPCRs, tales como el descubrimiento de la familia de Reguladores
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de la sefializacion de proteinas G (RGS), proteinas implicadas en la desensibilizacion de la
respuesta a feromona (Chan R. K., y Otte C. A., 1982). Por ello, la principal motivacion
de este trabajo es estudiar la relacion entre la estructura y la funcion de Ste2, a traves de
construir un modelo tridimensional del receptor asociado a su ligando y experimentos de
mutagénesis sitio dirigida. Este trabajo permitira profundizar en el entendimiento de los
mecanismos de accion de los GPCRs.
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l1l.  HIPOTESIS

La mutacion de 11e190 en Ste2 afectara la funcidn del receptor de inducir la inhibicion del

crecimiento de la levadura.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la participacion del residuo 11190 en la estructura y funcion del receptor Ste2

mediante técnicas de mutagénesis sitio dirigida, modelado molecular y docking.

Objetivos especificos

1.

Generar mutantes puntuales al azar del residuo 11e190 de Ste2 en
Escherichia coli.

Transformar y expresar los receptores Ste2 mutantes en células MATa de S.
cerevisiae.

Determinar si la mutacion de 11e190 en Ste2 afecta su funcion de inducir la
inhibicion del crecimiento de la levadura.

Construir un modelo estructural del receptor que sea coherente con la
informacion bioquimica experimental disponible.

Obtener un modelo tridimensional de la interaccion entre Ste2 y la feromona

gue permita estudiar con detalle atbmico el modo de union.
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V. MATERIAL

Cepas y plasmidos

Las cepas empleadas en este trabajo fueron:
Bacterias: Escherichia coli

e Cepa DHb5a, genotipo: supE44 AlacU169 (080 lacZAM15) HSDrl17 recAl endAl
GYRa96 thi-relAl

e Cepa XL-blue, genotipo: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 reldl lac [F’
proAB laclZAM15 Tnl0 (Tet)]

Levaduras: Saccharomyces cerevisiae

e Cepa BY4741MATa, genotipo: his3A1 leu2A0 metl SAO ura3A0
e Cepa ASte2 YFLOW26W, genotipo: Ais3A1 leu2A0 met1 SA0 ura3A0 AYFLO26W::
kanMX4

Los plasmidos utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

e pGRB2.2-STE2: Es un vector integrativo de 7.1 kb. Presenta el promotor pGK1 no
inducible, fuerte y constitutivo, de expresion en Candida glabrata. Contiene el gen
STE2 de S. cerevisiae, asi como el marcador URA3 de S. cerevisiae y el origen de
replicacion CEN ARS de C. glabrata. Fue amablemente proporcionado por la Dra.
Irene Castafio de la Divisién de Biologia Molecular del Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPYCIT).

e pYES2: Es un vector lanzadera de bacteria/levadura de 5.856 kb que permite la
expresion de proteinas en S. cerevisiae. Su secuencia se encuentra depositada en

www.invitrogen.com. Presenta el promotor GAL1 de S. cerevisiae, el cual es

inducible por galactosa y reprimido por glucosa. Posee un origen de replicacion 2
micron (), genes de resistencia a ampicilina y el marcador URA3. Fue amablemente
proporcionado por el laboratorio del Dr. Roberto Coria del Laboratorio de Genética

Molecular del Instituto de Fisiologia Celular.
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e pPYES2-STE2. Se obtuvo a partir de la subclonacién del gen STE2 en el vector
pYES2.

Medios y condiciones de cultivo

Para las cepas de bacteria se emple6 medio Luria Bertani (LB) con NaCl 5g/L, triptona
10g/L, extracto de levadura 5 g/L, ajustando el pH a 7.5 y la ampicilina se afiadia al medio
con una concentracion final de 100 ug/ml. Para los medios solidos se agrego agar al 1.5%.
Las cepas de levadura se cultivaron en medio YPD (Yeast Extract- Peptone-Dextrose)
liquido y s6lido (agar 1.5%). El medio YPD se preparé bajo las siguientes especificaciones:
extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%. El medio de cultivo fue esterilizado a
120 °C por 20 minutos. Las transformantes crecieron en medio minimo SC Drop-out sin
uracilo, el cual se prepard bajo las siguientes especificaciones: base de nitrégeno de
levadura sin aminoacidos 0.67%, glucosa 2%, mezcla de aminoacidos 0.79% y fosfato
monobésico de potasio 0.1%. EI pH del medio se ajustd a 5.5 con hidréxido de sodio y

posteriormente se esterilizd a 120 °C por 20 minutos.

Sistemas comerciales

e Todas las extracciones de plasmidos se hicieron con el QIAprep Spin Miniprep Kit
obtenido de QIAGEN (Cat. No. 27106).

e Las purificaciones de DNA por columna se realizaron con el PCR Purification Kit
obtenido de QIAGEN (Cat. No. 28106).

e Las purificaciones de DNA por gel se realizaron con el QlAquick Gel Extraction Kit
deQIAGEN (Cat. No. 28706).

e La mutagénesis sitio dirigida de 11e190 fue realizada utilizando el QuikChange
Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit de Agilent Technologies (Cat. No. 210519).

Enzimas y marcadores de peso molecular

Xbal, New England, Biolabs (# R0145S)
EcoRI, New England, Biolabs (#R0101S)
Hindll, New England, Biolabs (#R0104S)
Ligasa T4, Invitrogen (Cat. No. 15224-017)

Fragmento largo de la polimerasa I, Klenow, Fermentas (#£P0051)
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e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), Fermentas (#EF501)
e Marcador de peso molecular de 1kb, New England, BioLabs (#N3232S)

Oligonucleotidos

Todos los oligonuclettidos fueron sintetizados en la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Las secuencias de los nucleétidos se representan
usando las siguientes abreviaturas: A, Adenina; C, Citosina; T, Timina; G, Guanina; S,

Guanina y Citocina; N, Adenina, Citosina, Guanina y Timina.
Oligonucléotidos utilizados para la amplificacion del gen STE2:
oFw 5’GGGTCTAGAATGTCTGATGCGGCTCC 3’ (UBM Oligo No. 9076)

eRv 5 GGGGAATTCTCATAAATTATTATTATCTTCAG 3 (UBM Oligo No.
9077)

Oligonucléotidos utilizados para la mutagénesis sitio dirigida del gen STE2:

oW 5°GCGCTGTTAAAGGTATGNNSGTGACTTATAATGATGTTAGTGCCACCC 3’
(UBM Oligo No. 13-093)

e RV 5’GGGTGGCACTAACATCATTATAAGTCACSNNCATACCTTTAACAGCGC 3°
(UBM Oligo No. 13-094)

Oligonucléotidos utilizados para la secuenciacion del gen STEZ2:

o Fw 5’"GGGTCTAGAATGTCTGATGCGGCTCC 3’ (UBM Oligo No. 9076)
eRv 5’"GCACCATAAACATGAACGTC 3’ (UBM Oligo No. 13-171)

e Fw 5’GAGACTTCACTGGTGTTTC3’ (UBM Oligo No. 13-169)

oFw 5"CATCAATGTGGGCCACGG 3" (UBM Oligo No. 13-170)

Feromona alfa

Se obtuvo de la compariia Anaspec. Para la preparacion de la solucion madre de feromona
alfa se pesé 1 mg y se disolvid en agua estéril (1 mL). Posteriormente fue cuantificada

espectrofotométricamente en un equipo de Nanodrop a 280 nm.
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Equipo

e Una computadora personal con conexién a Internet y un buscador Web.

e Espectro UV-VIS, RS LaboMed, Inc. Accesorios: celdas de poliestireno de 1 cm de
paso de luz.

e Nanodrop Thermo Scientific. Accesorios: Nanodrop software

e Synergy Mx, BioTek. Accesorios: Gen5 Software, placas de ensayos de 96 pozos de
media area con tapa para baja evaporacion, fondo plano, tratadas para cultivo de
tejidos, estériles, poliestireno, Costar.

e Thermomixer Comfort, Eppendorf. Accesorios: termoblock para tubos de

microcentrifuga de 1.5 mL.

Servidores

e i-TASSER se utilizd6 para la construccion del modelo de Ste2. Disponible en
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/

e PEP-FOLD fue utilizado para realizar el modelo de feromona alfa. Disponible en

http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/

e ClusPro se utiliz6 para realizar el docking de Ste2 con la feromona alfa. Disponible

en http://cluspro.bu.edu/login.php.

Software

e El visualizador molecular PyMOL (http://PyMOL.sourceforge.net) se utilizd para

inspeccionar la estructura tridimensional de la proteina modelada.
e El programa CHARMM fue utilizado para minimizar la energia del complejo Ste2-
feromona o.

e El programa PROCHEK fue utilizado para realizar los graficos de Ramachandran.

Datos

e Secuencia de STE2 en formato fasta obtenida de la base de datos publica UniProt

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q03497).

e Secuencia de la rodopsina en formato fasta obtenida de la base de datos publica
UniProt (http://www.uniprot.org/uniprot/P02699).
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e Archivo PDB de la rodopsina (1U19)
(http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1U19).

e Secuencia de la feromona o en formato fasta obtenida de la base de datos publica
GenBank (AAA88727.1)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1197054?report=genpept).
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VI. METODOS

Busqueda de las mutaciones puntuales reportadas para Ste2

Para la busqueda de las mutaciones puntuales reportadas para Ste2, se siguieron dos
estrategias: (1) se consultd la PMD (Protein Mutant Database) (Kawabata, T., Ota, M., y
Nishikawa, K., 1999) y (2) se utilizO el motor de busqueda de PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) para encontrar los articulos que hacen referencia a

mutantes reportadas Ste2, usando el término de busqueda “mutagenic” , “mutagenesis”,
“residues” en combinacion con cada una de las siguientes palabras o frases: Ste2, yeast
mating alpha-factor receptor, yeast mating pheromone receptor, yeast alpha-factor receptor,
yeast pheromone receptor, alpha-factor receptor of yeast, alpha-pheromone receptor of
yeast, alpha-factor receptor of Saccharomyces cerevisiae, alpha-pheromone receptor of
Saccharomyces cerevisiae, G protein-coupled alpha-factor receptor, G protein-coupled

alpha-pheromone receptor.

Construccién del vector pYES2-STE2
El plasmido pYES2-STE2 se construyd a partir de dos plasmidos: pYES2 y pGRB2.2-

STE2, los cuales comparten el sitio de restriccion EcoRI. En el vector pPGRB2.2-STE2, el
fragmento correspondiente al gen STE2 se flanquea por dos sitios de restriccion: Xbal en el
extremo 5°, y ECORI en el extremo 3’. Se cortdé a pGRB2.2-STE2 con la enzima Xbal, y el
extremo cohesivo generado se rellend con Klenow. Después, se digirié con EcoRI para
obtener el fragmento de 1296 pb correspondiente a STE2 y este fragmento se purifico en
geles. Al mismo tiempo, el vector pYES2 fue cortado con Hindlll y el extremo cohesivo
generado se rellend con Klenow. Luego se digirio con EcoR1, se afadio la fosfatasa
alcalina SAP y se purifico en columnas. La ligacion se realizo con la Ligasa T4, utilizando
una relacion inserto-vector 3-1 e incubando por 16 horas a 16 °C. El producto de la ligacion
se utilizo para transformar células competentes DHS5a y la seleccion del plasmido se realizé

con medio LB suplementado con ampicilina.
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Mutagénesis sitio dirigida de Ste2

Para generar las mutaciones se utilizé el sistema comercial “QuikChange Lightning” de
mutagénesis sitio dirigida. Siguiendo las especificaciones del sistema comercial, se disefio
un par de oligonucledtidos mutagénicos que generan la mutacion al azar del residuo 190 de
Ste2 cambiando el codon AUU que originalmente codifica para 11e190 por NNG/C. Dado
que el cédigo genético es redundante, utilizando NNG/C es posible obtener cualquiera de
los veinte aminoécidos, pues éste permite obtener 32 combinaciones diferentes de codones.
Los oligonucledtidos mutagénicos poseen 48 bases de longitud, contienen Unicamente la
mutacion deseada a la mitad de su longitud y se alinean en la misma secuencia de cadenas
opuestas del plasmido pYES2-STE2. Presentan Tm=78.5 °C, contenido de GC=41.6 %,
mismatch de 6.25 % y al menos 3 residuos C o G en los extremos (ver secuencia en la parte
de Oligonuclettidos de la seccion Materiales). Con estos oligonucle6tidos mutagénicos se
amplifico el vector pYES2-STE2 silvestre utilizando la polimerasa PfuTurbo. La reaccion
de PCR se realizé bajo las condiciones descritas en la Tabla 2 y utilizando el programa

descrito en la Tabla 3.
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Tabla 2. Mezcla de la reaccién de PCR para la mutacion al azar de la isoleucina 190 de Ste2

Componentes de la mezcla Vol_u_men del control Volumen de la muestra
de la reaccion positivo
H,0 (39 ul 39.5 pl
10x Reaction Buffer |5 pl 5ul
QuickSolution reagent|1.5 pl 1.5 pl
dNTPmix |1 pl 1l
Primer 1|1.25 pl 1l
Primer 2|1.25 pl 1ul
DNA templado |2 pl 2 ul
PfuUltra high-fidelity DNA polymerase | 1 l 1l
Volumen total | 50 pl 50 pl

Tabla 3. Programa de PCR para la mutacién al azar de la isoleucina 190 de Ste2

Ciclos Temperatura Tiempo
1/95°C 2 minutos
o 20 segundos
9 OC 10 segundos
18|60 °C .
o 3.5 minutos (30 segundos
68 °C
por kb)
1|68 °C 7 minutos

El producto de la PCR obtenido fue incubado por 30 minutos con la endonucleasa Dpnl

para digerir el plasmido parental y

el

plasmido mutante remanente de la digestion fue

transformado en E. coli DH5a. La seleccion del plasmido mutante fue realizada en medio

LB suplementado con ampicilina.
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Secuenciacion

Cada mutacion se confirmé mediante secuenciacién de DNA realizado en la Unidad de

Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Transformacion de la levadura

Las transformaciones de levadura fueron realizadas por el método modificado de Chen et
al., 1992, el cual esta basado en la adicion de acetato de litio (LIOAC), polietilenglicol
(PEG) y B-mercaptoetanol al medio de transformacion. Las transformantes se seleccionaron

por su crecimiento en medio minimo sin uracilo.

Preparacion de las muestras

Los cultivos fueron incubados por 24 horas a 30°C con agitacion constante a 200 rpm con
medio minimo sin uracilo con glucosa. Luego los cultivos se cambiaron a medio minimo
sin uracilo con galactosa y se incubaron por 6 horas adicionales para inducir la expresion de
Ste2. Pasado el tiempo de incubacion, se diluyeron a una D.O. de 0.11 para seguir su

crecimiento mediante densitometria optica a 600 nm.

Curvas de crecimiento

La actividad bioldgica de cada mutante fue evaluada a través del andlisis de las curvas de
crecimiento. Se colocaron en placas estériles de 96 pozos de media area, 37.5 ul de la
dilucion de células a 0.11 de D.O. a 600 nm con agua estéril y feromona alfa a una
concentracion final de 10uM, llevando a un volumen final de 150 pl con el medio
respectivo. Una vez preparada la placa, ésta se incubd a 30°C en el equipo Synergy MX
con una agitacion rapida y constante, tomando lecturas de la D.O. a 600 nm cada hora
durante 24 horas; el equipo se manipulé mediante el programa Gen5. Cada experimento se

realizé por triplicado.

Area bajo la curva

Los datos de las curvas de crecimiento de cada cepa fueron normalizados y se calculd el
area bajo la curva (ABC) utilizando el método de aproximacion por trapecios, el cual utiliza

la formula:

ABC =¥?%2 (0D600(i) + 0D600(i + 1))/2
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El area bajo la curva (ABC) de crecimiento relaciona la O.D. con el tiempo y es una
medida del crecimiento total de la levadura. En presencia de feromona alfa se inhibe el
crecimiento de la poblacién celular, de tal manera que la fase exponencial se retrasa con

respecto a las poblaciones sin feromona alfa, dando lugar a una reduccion del ABC.

Se escogio este método debido a que estd linealmente relacionado con la tasa de
crecimiento de la levadura y es utilizado comunmente para cuantificar el efecto de
inhibidores del crecimiento de microorganismos (Tiina M., y Sandholm M., 1989; Lambert
R.J. W., y Pearson J., 2000).

Cambio en la sensibilidad a feromona alfa

El valor de sensibilidad a feromona alfa para cada cepa se obtuvo de la siguiente forma:
Sensibilidad FerA = ABC(Mut + H,0) - ABC(Mut + FerA)

El porcentaje de cambio en la sensibilidad a feromona alfa se calcul6 para cada cepa de la

siguiente manera:

Cambio en Sensibilidad FerA = Sensibilidad FerA (Mut) - Sensibilidad FerA (Silvestre) x 100
Sensibilidad FerA (Silvestre)

Construccién de un modelo estructural del receptor Ste2

El modelado de proteinas permite obtener un modelo teérico de la estructura de la proteina,
el cual si bien no es una representacion exacta, permite generar hipo6tesis acerca de los
detalles moleculares de la funcion de la proteina. Los GPCRs son proteinas especialmente
dificiles de cristalizar debido a su naturaleza lipofilica, por lo cual el modelado molecular

resulta una herramienta muy Util para estudiar a estos receptores.

La metodologia utilizada para construir el modelo de Ste2 se explica en la Figura 10.
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Templados identificados en la base
de datos PDB

Secuencia de Ste2

Alineamiento
Ste2-rodopsina

Coordenadasde la
rodopsina

» iTASSER ——»!
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Restricciones de
distancia

Datos experimentales

Figura 10. Diagrama simplificado de las etapas para la construccion de un modelo de Ste2 por i-TASSER.
Para generar los modelos estructurales de Ste2 se proporciond a i-TASSER la secuencia de Ste2, un
alineamiento Ste2-rodopsina, el archivo PDB de la rodopsina, asi como restricciones de distancia entre hélices
y datos experimentales de los segmentos transmembranales. Adicionalmente, a partir de la secuencia de Ste2,
i-TASSER también buscé templados por reconocimiento del plegamiento o “threading” en la base de datos

PDB vy utilizé fragmentos estructurales extraidos de los templados encontrados.

El servidor i-TASSER

Para obtener el modelo estructural de Ste2 se utilizo el programa i-TASSER V4.1 (lterative
Threading ASSEmbly Refinement). i-TASSER es un servidor que predice la estructura
tridimensional de una proteina de secuencia conocida (Yang J., et al., 2015). Se seleccion6
este servidor debido a que fue el método de prediccidn de estructura con mejores resultados
en las pruebas CASP7 a CASP11 (Critical Assessment of Techniques for Protein
Structure Prediction) y en otras pruebas de evaluacion comparativa a gran escala (Wu S., et
al., 2007; Zhang Y., et al., 2006; Zhang Y. y Skolnick J., 2004).

i-TASSER acepta secuencias de proteinas con una longitud de 10 a 1500 aminoacidos y
combina técnicas de reconocimiento del plegamiento o “threading”, modelado por
homologia, modelado ab initio y refinamiento de estructura a nivel atdbmico. En el

“threading” se hace un alineamiento secuencia-estructura, donde la secuencia problemay la
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secuencia templado no necesitan estar relacionadas por su identidad en secuencia, sino por
adoptar un plegamiento similar (Zhang Y., y Skolnick J., 2004). En el modelado por
homologia la estructura de una o varias proteinas homoélogas son usadas como molde. La
identidad de secuencia entre la proteina a modelar y la proteina templado debe ser al menos
de un 30% (Rost B., 1999). Cuando la identidad de secuencia entre la proteina problema y
la proteina templado cae por debajo de este valor la calidad del modelo disminuye debido a
la carencia de una correspondencia estructural significativa y a errores de alineamiento. En
el modelado ab initio se intenta predecir la conformacion nativa de una secuencia partiendo
Unicamente de su secuencia. Las predicciones ab initio producen los resultados menos

precisos y se utilizan principalmente para proteinas pequefias (Wu S., et al., 2007).

Brevemente, a partir de la secuencia de la proteina a modelar, i-TASSER a través del
programa LOMETS (local meta-threading-server) identifica plegamientos cercanos en la
base de datos PDB vy utiliza los fragmentos estructurales identificados para ensamblar las
conformaciones estructurales de las secciones que se alinean correctamente. Para las
regiones no alineadas (por ejemplo, las asas) i-TASSER utiliza la técnica de modelado ab
initio. Los fragmentos estructurales son ensamblados y refinados a través de simulaciones
Monte Carlo. Los modelos resultantes son agrupados por SPICKER, el cual obtiene un
centroide para cada grupo. Después, la simulacién Monte Carlo se implementa nuevamente
a las conformaciones del centroide para eliminar superposiciones estéricas y se seleccionan
las conformaciones con energia mas baja. Por ultimo, Pulchra y Scwrl agregan las cadenas
laterales a los carbono alfa (Yang J., et al., 2015; Roy A., et al., 2010).

De manera alternativa, el usuario puede guiar a i-TASSER en el modelado de la proteina,
por ejemplo designando una estructura PDB especifica como templado. En este caso, el
usuario puede proporcionar un alineamiento entre las secuencias de la proteina molde y la
proteina de interés. También es posible, proporcionar a i-TASSER informacién estructural,
como distancias y contactos residuo-residuo, asi como especificaciones de estructura
secundaria. Estos datos pueden provenir de evidencia experimental o de datos biolégicos y
son muy utiles para mejorar la calidad del modelo cuando se carece de un templado
apropiado. i-TASSER produce cinco modelos de la secuencia proporcionada y provee un

C-score para indicar cuél es probablemente el mejor modelo.
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En este trabajo, se modelaron los residuos 47 al 296 de Ste2, mientras que los dominios N-
terminal (residuos 1-46) y C-terminal (residuos 297-431) no fueron modelados debido a
que estos no son necesarios para la union Ste2-feromona. Ademas, su modelado hubiera
disminuido considerablemente la calidad del modelo final debido a que estas regiones
tienden a ser menos conservadas que los segmentos transmembranales, limitando el uso de
un templado. La secuencia de Ste2 enviada a i-TASSER fue descargada de la base de datos
UniProt (Figura 11).

>Ste?2
STVTQAIMFGVRCGAAALTLIVMWMTSRSRKTPIFIINQVSLFLIILHSALYFKYLLSNYSSVTYA

LTGFPQFISRGDVHVYGATNIIQVLLVASIETSLVFQIKVIFTGDNFKRIGLMLTSISFTLGIATV
TMYFVSAVKGMIVTYNDVSATOQDKYFNASTILLASSINEFMSEFVLVVKLILATIRSRRELGLKQFEFDSF
HILLIMSCQSLLVPSIIFILAYSLKPNQGTDVLTTVATLLAVLSLPLSSMW

Figura 11. Secuencia de Ste2 enviada a i-TASSER

Seleccion de la rodopsina como templado

Originalmente se intentd construir un modelo de Ste2 enviando a i-TASSER solo la
secuencia de Ste2. Sin embargo, los modelos generados por el servidor eran de muy mala
calidad debido a que i-TASSER buscaba y seleccionaba templados en la base de datos PDB
que tenian una identidad de secuencia muy baja o no pertenecian a la superfamilia de los
GPCRs. Por ello, se optd por guiar a i-TASSER en la construccion del modelo de Ste2 a

través de proporcionarle una estructura PDB especifica como templado.

La rodopsina, un miembro de la clase A de GPCRs, se utiliza ampliamente como templado
para construir modelos tridimensionales de otros GPCRs, Sin embargo, la rodopsina y Ste2
poseen una identidad de secuencia muy baja (20%). A diferencia de la rodopsina, Ste2 no
posee el motivo ERY en el extremo citoplasmatico de la hélice 111, ni la secuencia NPXXY

en la hélice VII, o el puente disulfuro entre el AEIIl y la hélice I11.

A pesar de esto, se sabe que Ste2 y la rodopsina tienen similitudes estructurales, por
ejemplo la proximidad de las hélices V' y VI es similar entre Ste2 y la rodopsina (Dube P. et

al., 2000). Ademas, se han identificado similitudes funcionales para residuos polares y
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residuos conservados en ambos receptores (Eilers et al., 2005). Algunas de estas similitudes

se indican a continuacién.

En la rodopsina las interacciones HI-HII son mediadas por los residuos conservados y
polares Asn55 (HI) y Asp83 (HII). En Ste2, los residuos Arg58 e His94, se localizan en
posiciones de las HI y HII similares a Asn55 y Asp83 de la rodopsina y se cree que median

las interacciones HI-HII (Eilers, et al., 2005).

En la HIIl de la rodopsina existen tres residuos polares, Glull3, Glul22 y Glul34,
mientras que de forma similar, en la HIIl de Ste2, se encuentran GIn135, Glu143 y GIn149.
Glul13 en la rodopsina y GIn135 en Ste2, ambos ubicados en el extremo extracelular de la
HIIl, cumplen funciones paralelas en la activacion por ligando (Robinson P. R., et al.,
1992; Cohen G. B., et al., 1992; Dosil M., et al., 1998).

Glul134 forma parte del motivo ERY en la rodopsina, siendo GIn149 de Ste2 su equivalente
funcional. Ambos, Glul134 en la rodopsina y GIn 149 en Ste2 son residuos cuya mutacién
conduce a activacion constitutiva, y ocupan una posicion similar en el extremo de la HIII
(Cohen G. B., etal., 1993; Kim J. M., et al., 1997; Parrish W., et al., 2002).

Las prolinas de las HVI y HVII, conservadas tanto en la rodopsina (Pro267 y Pro303) como
en Ste2 (Pro258 y Pro290), son esenciales en posiciones similares de ambos receptores.
Las prolinas conservadas en GPCRs son consideradas generalmente como microdominios y
proveen un punto de flexibilidad. Con base a estas posiciones conservadas Yy
funcionalmente equivalentes de estos receptores es posible obtener un buen alineamiento

Ste2-rodopsina, necesario para el modelado por homologia.

Entonces, a pesar de que Ste2 y la rodopsina tienen una identidad de secuencia baja (20%),
en este trabajo se escogi6 a la rodopsina como templado para modelar los segmentos
transmembranales de Ste2, debido a que 1) Ste2 y la rodopsina comparten propiedades
estructurales y funcionales 2) es posible obtener un buen alineamiento Ste2-rodopsina, con
base a la comparacion de los residuos funcionalmente equivalentes de ambos receptores
(Eilers et al, 2005), y 3) la rodopsina ha sido empleada como templado anteriormente por

otros grupos para construir modelos de Ste2 (Lin et al., 2003; Eilers, et al., 2005).
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De los GPCRs con estructura cristalogréfica conocida al momento de realizar este trabajo,
es el receptor beta 2 adrenérgico (PDB: 2rhl) el que muestra mayor identidad de secuencia
con Ste2 (22%). Sin embargo, se considerdé a la rodopsina (PDB:1U19) como mejor
templado para Ste2 debido a que se dispone de una gran cantidad de informacion
bioquimica, genética y datos de experimentos de mutagénesis de ésta, lo que facilita la
comparacion estructural con Ste2 necesaria para obtener un buen alineamiento; y
considerando que la diferencia entre la similitud de secuencia con Ste2 de estas dos

estructuras es minima.

Cuando se proporciona un templado a i-TASSER es posible enviarle el alineamiento entre
la proteina problema y el templado en formato FASTA, asi como la estructura del templado
en formato PDB. El alineamiento Ste2-rodopsina enviado a i-TASSER fue el reportado por
Eilers et al., 2005, que se basa en las posiciones conservadas y funcionalmente equivalentes
de estos receptores mencionadas anteriormente (Figura 12), mientras que la estructura de

la rodopsina enviada a i-TASSER fue la 1U19 descargada de Protein Data Bank.
>Ste?

MSDAAPSLSNLFYDPTYNPGOSTINYTSIYGNGSTITFDELQGLVNSTVTQAIMFGVRCG
AAALTLIVMWMTSRSRKTPIFIINQVSLFLIILHSALYFKYLLSNYSSVTYALTGFPQFT
SRGDVHVYGATNIIQVLLVASIETSLVFQIKVIFTGDNFKRIGLMLTSISFTLGIATVTM
YFVSAVKGMIVTYNDVSATQDKYFNASTILLASSINFMSFVLVVKLILATIRSRREFLGLKQ
FDSFHILLIMSCQSLLVPSIIFILAYSLKPNQGTDVLTTVATLLAVLSLPLSSMWA

>Rodopsina

Figura 12. Alineamiento de Ste2-rodopsina reportado por Eilers, et al., 2005. Los segmentos
transmembranales de Ste2 se muestran en negritas. En la rodopsina solamente se muestra la secuencia de los

segmentos transmembranales.

Sin embargo, debido a que i-TASSER esta automatizado para identificar fragmentos
estructurales cercanos a la proteina problema en la base de datos PDB, en el proceso de

modelar a Ste2 i-TASSER utilizd, ademas del templado proporcionado (rodopsina), la
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estructura de Ste2 correspondiente a las hélices HI y HII (residuos 31-110) resueltas por
resonancia magneética nuclear (PDB: 2K9P) (Figura 6), asi como la estructura
cristalogréfica del receptor de glutamato (PDB: 40R2), un miembro de la clase C de

GPCRs. Ste2 y el receptor de glutamato tienen un 20% de identidad de secuencia.

Restricciones de estructura secundaria y restricciones de distancia entre hélices

Las restricciones de estructura secundaria enviadas a i-TASSER permitieron definir los
inicios y finales de los segmentos transmembranales. Estas restricciones se obtuvieron de
los datos publicados de experimentos de accesibilidad al solvente por Choi Y. y Konopka J.
B., 2006 y son: HI residuos 49-73, HIl residuos 83-103, HII residuos 130-156, HIV
residuos 164-188, HV residuos 206-232, HVI residuos 248-268, HVII residuos 276-295.

A fin de guiar a i-TASSER en el modelado correcto de la orientacion de las hélices
transmembranales, se enviaron restricciones de distancia para los carbonos alfa de los

siguientes pares de residuos en Ste2:

Extracelulares: 48-103, 48-130, 48-188, 48-206, 48-268, 48-276, 103-130, 103-188, 103-
206, 103-268, 103-276, 130-188, 130-206, 130-268, 130-276, 188-206, 188-268, 188-276,
206-268, 206-276, 268-276.

Intracelulares: 73-83, 73-156, 73-164, 73-232, 73-248, 73-296, 83-156, 83-164, 83-232, 83-
248, 83-296, 156-164, 156-232, 156-248, 156-296, 164-232, 164-248, 164-296, 232-248,
232-296, 248-296

La distancia entre cada par de hélices fue calculada a partir del archivo PDB 1U19 de la
rodopsina. Estas distancias se mandaron a i-TASSER como restricciones para el modelado
de las helices de Ste2 (Figura 13).

Cuando no se proporcionaban estos datos a i-TASSER las hélices de los modelos

resultantes tenian orientaciones o plegamientos claramente incorrectos (Figura 14).
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Figura 13. Orientacion de las hélices transmembranales de la rodopsina. A partir de las coordenadas de los
aminoacidos ubicados en los extremos de la rodopsina se calculé la distancia entre los carbono alfa de cada
par de hélices. Vista extracelular de la rodopsina (PDB:1ul9) (izquierda). llustracion de las restricciones de
distancia enviadas a i-TASSER, cada linea representa la distancia entre el par de hélices correspondiente
(derecha).

Figura 14. Modelos de Ste2 resultantes cuando no se le proporcionaban a i-TASSER restricciones de
distancia entre hélices ni restricciones de estructura secundaria. En el modelo de Ste2 de la izquierda se
aprecia que las hélices no siguen la orientacion a contra reloj empezando por la HI, la cual es caracteristica de
los GPCRs. En el modelo de Ste2 de la derecha, la orientacion de las hélices es correcta, pero la HVII esta

parcialmente desestructurada.
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Modelado de las asas extracelulares e intracelulares

Las asas son generalmente demasiado pequefias para proporcionar informacion suficiente
sobre su plegamiento local. Debido a su variabilidad en secuencia y a su flexibilidad
conformacional, las asas que conectan las hélices de los GPCRs presentan mayor dificultad
de ser modeladas. En este trabajo, para modelar las asas que conectan las hélices i-TASSER

empled el procedimiento ab initio.

Verificacion de la calidad estereoquimica del modelo atémico tridimensional de Ste2

Para verificar la calidad estereoquimica de la estructura del modelo de Ste2 obtenido se

genero un diagrama de Ramachandran utilizando el programa PROCHECK.

PROCHECK es un programa que proporciona una descripcion detallada de la
estereoquimica de una proteina. Este programa es comdnmente utilizado para evaluar la
calidad de estructuras de proteinas resueltas o en proceso de ser resueltas, y de modelos
estructurales de proteinas (Laskowski R. A., et al., 1993).

Construcciéon de un modelo estructural de la feromona alfa

La feromona alfa es un péptido flexible y desordenado que carece de estructura en su
estado inactivo, sin embargo, cuando se une al receptor Ste2, se forma una estructura de
giro B3 en los residuos Lys7-GIn10 (Zhang Y. L., et al., 1998; Naider F. y Becker J. M.,
2004). Existen dos diferentes propuestas respecto al N-terminal de la feromona alfa en su
conformacion activa, una de ellas implica la presencia de una hélice (Higashijima T., et al.,
1984), mientras que la otra la descarta (Naider F. y Becker J. M., 2004).

Debido a que la estructura atomica tridimensional de la feromona alfa en su conformacion
activa no ha sido determinada experimentalmente, se procedio a generar un modelo de la
misma. El servidor utilizado para modelar a la feromona alfa fue PEP-FOLD (Maupetit J.,
et al., 2010), un método que predice estructuras de péptidos a partir de secuencias de entre
9 y 36 aminoacidos. Este servidor estd disponible en: http://bioserv.rpbs.univ-paris-
diderot.fr/services/PEP-FOLD/#Features. PEP-FOLD se basa en el alfabeto estructural de

letras SA (del inglés Structural Alphabet), un ensamble de conformaciones prototipo capaz

de describir la completa diversidad de estructuras de proteinas. Las “letras” de este alfabeto

son elementos estructurales recurrentes de las proteinas. PEP-FOLD encuentra las
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conformaciones de cuatro residuos consecutivos y realiza su ensamble a través del
algoritmo greedy, el cual es guiado por un campo de fuerzas coarse-grained. La secuencia
WHWLQLKPGQPMY de la feromona fue enviada al servidor en formato FASTA.

PEP-FOLD produjo cinco modelos de feromona, de los cuales se decidio trabajar con dos,

un modelo con hélice en el N-terminal y otro modelo sin hélice en el N-terminal.

Docking de la feromona alfa y el receptor Ste2

El docking molecular o acoplamiento molecular consiste en predecir el “correcto” modo de
unién de dos proteinas, la cuales se conoce que interactian, a partir de las coordenadas

atdmicas de éstas.

Los programas de docking realizan una exploracion exhaustiva de los posibles modos de
unién, evaluando las interacciones intermoleculares en cada posicién explorada. Como
resultado de esta exploracion se obtiene una coleccion de posibles posiciones de
acoplamiento proteina-ligando, que el programa ordena segun el valor que su funcion de
evaluacion le ha dado a cada solucion. Para facilitar el problema de docking se puede
proporcionar informacién bioquimica adicional, por ejemplo, conocimiento de los sitios de

union.

Los experimentos de docking realizados en este trabajo se hicieron en colaboracion con el
Dr. César Millan de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Se utilizo el servidor

ClusPro 2.0 (Comeau S. R. et al., 2004), disponible en http://cluspro.bu.edu/login.php.

Para realizar el docking, ClusPro requiere que se le envien los archivos PDB del receptor y
del ligando. Este servidor posee opciones avanzadas tales como: especificaciones de
atraccion y/o repulsion entre residuos, modificacion de la estructura del receptor o del
ligando, docking con dimeros o trimeros, entre otras. Estas especificaciones permiten
incrementar la eficiencia del servidor. Dado que la interaccion entre moléculas viene dada
por una suma de fuerzas intermoleculares como son las interacciones electrostaticas,
interacciones hidrofobicas e interacciones van der Waals, ClusPro utiliza los siguientes
cuatro tipos de criterios energéticos por separado para realizar el docking: balanced,
electrostatic, hydrophobic y vdw_electrostatic. Con base en estos criterios genera cuatro

tipos de resultados.
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Se enviaron a ClusPro el archivo PDB del modelo generado de Ste2 asi como los archivos
PDB de los dos modelos de feromona alfa construidos. También se enviaron a ClusPro

especificaciones de atraccion entre los residuos en listados en la Tabla 4.

Tabla 4. Residuos en contacto durante la union de la feromona alfa al receptor Ste2. La hélice en la que se

localiza cada residuo en contacto se indica entre paréntesis.

Receptor Ste2 Feromona Referencia
Ser47 (HI)|GIn10 Lee B. K., etal., 2001
Thr48 (HI) |GIn10 Lee B. K, etal., 2001
Phe204 (HV) |Tyr13 Lin J. C., et al., 2003
Asn205 (HV) | Trp3 Naider F., et al., 2007
Tyr266 (HVI) | Trpl-Trp3 Lee B. K., et al, 2002
Lys269 (HVI) | Trpl Umanah G. K. E., et al., 2010

Los complejos Ste2-feromona arrojados por ClusPro fueron enviados a CHARMM
(Brooks B. R., et al., 1983), un programa de simulacion y dindmica molecular, para
minimizar su energia. En este trabajo se utilizd la version C38B2 y los potenciales de
CHARMM 36.

La minimizacion energeética consiste en optimizar la geometria de un sistema molecular o
localizar la estructura molecular con menor energia, es decir encontrar el conjunto de
coordenadas para las que la funcion energia potencial es minima. La minimizacion permite
refinar la estructura inicial del modelo predicho. CHARMM utiliza varios métodos de
minimizacion de energia, entre los cuales el mas comun es el de Steepest Descent, un

método basado en el céalculo de la primera derivada de la funcion de energia.

Se procedidé a minimizar la energia del complejo Ste2-feromona con 100 pasos de Steepest
Descent. Luego, se le pidi6 a CHARMM que calculara la energia de interaccién entre Ste2
y la feromona. Ademas, se calcul la distancia entre cada par de residuos de la Tabla 4 y se

obtuvo la distancia promedio de estas seis distancias.
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Finalmente, se selecciond el complejo Ste2-feromona con la energia de interaccion més
baja que al mismo tiempo tuvieran la distancia promedio entre residuos de contacto méas

baja.
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VIlI. RESULTADOS

Clonacion del gen STE2 en el vector pYES2

El gen STE2 tiene un marco abierto de lectura (ORF) de 1296 pb. El fragmento
correspondiente a este gen se obtuvo del plasmido pGRB2.2-STE2 mediante el corte con
enzimas de restriccion y posteriormente este fragmento se subclono en el vector pYES2

para obtener la construccion pYES2-STE2.

Se disefid un mapa de pYES2-STE2 (Figura 15) con el programa APE (A plasmid Editor)

utilizando la secuencia de pYES2 disponible en www.invitrogen.com y la secuencia de

STE2, ésta Ultima fue descargada de Saccharomyces Genome Database. La correcta
insercion de STE2 en pYES2 se verificO mediante analisis con enzimas de restriccion. Se
obtuvo el patron de digestion para las enzimas EcoRV y Xbal (Figura 15). También se

corroboro la construccion mediante PCR (Figura 15).
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Figura 15. Clonacion del gen STE2 en el vector pYES2. La imagen izquierda muestra el mapa de pYES2-STE2 generado con el programa APE. La imagen del
centro muestra el gel de agarosa del patrén de digestion de pYES2-STE2. El carril de la izquierda contiene el contiene el patrén del marcador de tamafio
molecular. Se utilizé el marcador de tamafio molecular de 1kb, New England, BioLabs (#N3232S). El carril 1 muestra los tres fragmentos de 3446, 2864 y 803 pb
resultantes de la digestion con EcoRV. El carril 2 muestra dos fragmentos de 5766 y 1347 pb generados de la digestion con Xbal. La imagen derecha muestra el
gel de garosa del producto de amplificacion de STE2. El carril de la izquierda contiene el contiene el patrén del marcador de tamafio de 1kb, New England,
BioLabs (#N3232S). El carril 1 corresponde al producto de PCR utilizando pGRB2.2-STE2 como templado (control positivo), mientras que el carril 2
corresponde al producto de PCR obtenido al usar pYES2-STE2 como templado. Para amplificar a STE2 se usaron los oligonucle6tidos descritos en la seccion

Materiales.
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Validacién de las mutantes

Los oligonucle6tidos usados para generar la mutacion al azar del residuo 190 sustituyen al
codon AUU que codifica para 11190 por la mezcla NNG/C. Utilizando NNG/C es posible
obtener cualquiera de los veinte aminoécidos. Se validaron las mutantes 1190R, 1190H,
1190P, 1190L e 1190S a través de andlisis de secuenciacion de DNA. Se decidi trabajar con
estas cinco mutantes debido a que se consideraron representativas de la diversidad de las
cadenas laterales de los aminodcidos: polares (serina, histidina y arginina), hidréfobos
(leucina), grandes (leucina e histidina), pequefios (serina y prolina), con anillo (prolina e

histidina) y con carga positiva (arginina).

Curvas de crecimiento

Las células de S. cerevisiae que expresan el receptor Ste2 silvestre entran en arresto celular
en la fase G1 cuando se exponen a la feromona alfa. En caso de existir alteraciones en el
receptor que afecten la sefializacion, el arresto celular no se llevara a cabo. Debido a esto,
se realizaron ensayos de curvas de crecimiento para evaluar si las células que expresan
cualquiera de las mutantes en 11190 del receptor Ste2 llevan a cabo el arresto celular o no,
0 presentan un arresto celular parcial. La cepa silvestre (BY4741) fue utilizada como
control positivo, mientras que la cepa que porta la delecion del gen STE2 (YFLOW26W)

fue utilizada como control negativo.
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Areas bajo la curva de crecimiento

A partir de las curvas de crecimiento de cada cepa mutante se obtuvieron las areas bajo la
curva (ABC). A manera de ejemplo, en la Figura 16 se presenta la curva de crecimiento y
el ABC obtenida de la poblacion silvestre de S. cerevisiae en presencia y ausencia de

feromona alfa.
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1.8 -

1.6 -

14 | §{§

12 | }
. it
it

Abs 600

0.8 -

0.6 - §

0.4 - ’Q iz

*

024 . ae?®

0" T T

012 3 456 7 8 91011121314151617 1819 20212223 24
Tiempo

4 Wild-type
Wild-type, pher

Figura 16. Actividad bioldgica de la poblacidn silvestre de la levadura en presencia y ausencia de feromona
alfa. La imagen izquierda muestra la curva de crecimiento obtenida para la cepa silvestre de S. cerevisiae
BY4741. La imagen derecha muestra el ABC correspondiente. Puesto que la feromona alfa produce una
disminucion del crecimiento, la fase exponencial de las poblaciones tratadas con feromona alfa esta retrasada
con respecto a las poblaciones sin feromona alfa. Por ello, el ABC de la poblacién silvestre no expuesta a

feromona alfa es mayor que el ABC de la poblacidn expuesta a feromona alfa (14 versus 3.7).
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En la Figura 17 se muestran las areas bajo la curva de crecimiento de cada cepa mutante.

Area under the curve

Figura 17. Areas bajo la curva de crecimiento para cada cepa mutante. El crecimiento de cada cepa de
levadura expresando cualquiera de las cinco mutantes en 11e190 (1190L, 1190S, 1190R, 1190H y 1190P) se
representa por el area bajo la cuerva tanto en presencia como en ausencia de feromona (indicada por la
abreviatura “pher” en la figura). Como controles se utilizaron la cepa silvestre (BY4741) y la cepa que porta
la delecidn del gen STE2 (YFLOW26W).

Cambio en la sensibilidad a feromona alfa

A fin de determinar si una cepa mutante aumenta o disminuye su sensibilidad a feromona
alfa con respecto a la sensibilidad a la feromona alfa observada en la cepa silvestre, se
calcul6 el porcentaje de cambio en la sensibilidad a feromona alfa (ver seccién Métodos)
(Tabla 5), en éste el valor de cero fue asignado a la cepa silvestre, un valor positivo indica
un incremento en la sensibilidad a la feromona alfa con respecto a la cepa silvestre,
mientras que un valor negativo indica una disminucion en la sensibilidad a la feromona alfa

con respecto a la cepa silvestre.
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Para evaluar si la diferencia entre la sensibilidad a feromona alfa de las cepas mutantes con
respecto a la cepa silvestre es significativa se aplico la prueba estadistica t de Student. Las

diferencias se consideraron significativas con p <0.05 (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de cambio en la sensibilidad a la feromona alfa y valor p de la prueba T de Student

Cambio en la sensibilidad
Cepa Valor p
a feromona alfa
Silvestre (BY4741) |0.0% 1
ASte2 (YFLOW26W) |-92.16% 4.51982E-12
1190P |-28.62 % 9.33098E-05
1190R [-18.33 % 0.006053132
1190H |-20.14% 0.000632718
1190S |-0.74% 0.888399399
1190L | 6.46% 0.493160844

Construccion de los modelos estructurales del receptor Ste2 y la feromona alfa

Se obtuvieron cinco modelos atémicos tridimensionales de Ste2, los cuales fueron
inspeccionados visualmente en PyMOL (DeLano W. L., 2002) y se seleccion6 al mejor
modelo en base a los siguientes criterios: que tuviera el C-score mas alto, que los extremos
de las hélices transmembranales se alinearan con los limites extracelular e intracelular de la
membrana plasmatica, que los inicios y finales de las segmentos transmembranales fueran

consistentes con los datos experimentales (Figura 18).

Se obtuvieron cinco modelos tridimensionales de la feromona alfa, de los cuales se

seleccionaron los dos mas representativos (Figura 18).
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Figura 18. Modelos estructurales del receptor Ste2 y de la feromona alfa. En la parte superior se muestra el
modelo atdmico tridimensional de Ste2 obtenido con i-TASSER. Las hélices se numeran de la HI a la HVII.
En la parte inferior se muestran dos modelos de la feromona obtenidos con PEP-FOLD, uno de los cuales
presenta una hélice en el amino terminal (izquierda). La imagen fue generada con PyMOL (DeLano W.L.,
2002).
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Diagrama de Ramachandran del modelo atomico tridimensional de Ste2

El modelo atémico estructural de Ste2 obtenido fue verificado por graficos de

Ramachandaran, obteniéndose el 77.2% de los residuos en regiones favorables (Figura 19).
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Figura 19. Gréfico de Ramachandran para el modelo estructural de Ste2. Regiones méas favorables (rojo):

77.2%, regiones permitidas adicionalmente (amarillo): 16.4%, regiones permitidas generosamente (beige):
4.3%, regiones no permitidas (blanco): 2.2%.
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Docking de la feromona alfa en su sitio de union

Se obtuvieron 32 modelos del complejo Ste2-feromona, de los cuales se selecciono el mejor
modelo en base a dos criterios: energia de interaccion y distancia promedio de residuos en
contacto (Figura 20). Asimismo, usando PyMOL (DeLano W.L., 2002) se identificaron los
residuos en Ste2 que estan a 5 A o menos de la feromona, estos residuos son: Ser47, Thr48,
Val49, Thr50, GIn51, Met54, Ser107, Serl108, Leull3, Thrll4, Phell6, Pro117, Asn194,
Aspl95, Vall96, GIn200, Asp201, Lys202, Tyr203, Phe204, Ala265, Tyr266, Ser267,
Lys269, Pro270 y Gly273.

Figura 20. Complejo Ste2-feromona obtenido a través de los experimentos de docking.
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VIII. DISCUSION

Mutagénesis sitio dirigida de 11e190

En este proyecto se explor6 la importancia funcional de 11190, un residuo que se encuentra
conservado entre especies de hongos. Se escogio este residuo debido a que forma parte del
AE-II, la cual desempefia funciones importantes en la union a ligando en otros GPCRs (Shi
L. y Javitch J. A., 2004; Mazna P., et al., 2005).

A través de mutagénesis sitio dirigida se generaron las mutantes 1190S, 1190R, 1190L,
I1190H e 1190P de Ste2 en E. coli y se expresaron en S. cerevisiae (YFLOW26W). Se
realizaron ensayos de curvas de crecimiento para evaluar si en las células que expresan
cualquiera de las mutantes en 11e190 del receptor Ste2 se afecta la respuesta de inhibicion

del crecimiento en presencia de la feromona alfa.

La curva de crecimiento de una poblacion celular bajo condiciones normales, muestra una
fase de crecimiento exponencial que continGa hasta que la poblacion alcanza un tamafio
para el cual la cantidad de nutrientes en el medio es limitante, entonces comienza una fase

de crecimiento estacionario.

Puesto que la feromona alfa produce una detencion temporal en el crecimiento (arresto
celular en la fase G1) en la levadura MATa silvestre, durante este periodo la poblacién
celular no aumenta en tamafio, de tal manera que la fase exponencial se retrasa con respecto

a las poblaciones sin feromona alfa.

Para poder comparar las curvas de crecimiento, se realizaron célculos del area bajo la curva
de crecimiento para cada mutante y se determind el porcentaje de cambio en la sensibilidad

a feromona alfa de cada mutante con respecto a la cepa silvestre.

Como se esperaba, en los ensayos de curvas de crecimiento, la cepa silvestre (BY4741)
responde a la feromona alfa mientras que la respuesta de la cepa que porta la delecion del
gen STE2 (YFLOW26W) es nula (Figura 17). Observamos que el crecimiento de la cepa
que porta la delecion del gen STE2 es ligeramente mayor al de la cepa silvestre no expuesta
a feromona alfa (Figura 17), esto podria atribuirse a que al tener una proteina menos que
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expresar, disminuye la demanda energética de la cepa, conduciendo a un pequefio
incremento en su tasa de crecimiento. Ha sido reportado que la esterilidad en la levadura
incrementa la tasa de crecimiento por eliminar la expresion de genes innecesaria (Lang G.
., et al., 2009).

La sustitucion de isoleucina 190 por leucina no produce un cambio significativo en la
sensibilidad a la feromona alfa, esto probablemente debido a la similitud estructural entre
isoleucina y leucina, ambos residuos hidrofobos grandes. También es tolerable la
sustitucion de isoleucina 190 por serina, un aminoacido pequefio y polar (Figura 17, Tabla
5).

La sustitucion de isoleucina 190 por arginina genera una disminucion en la sensibilidad a
feromona en un 18.3% (Figura 17, Tabla 5). La arginina es un residuo polar con carga
positiva que modifica la carga total del asa de negativa a neutra. Se ha sugerido que una
carga neta negativa global en el dominio extracelular es necesaria para la activacion del
receptor (Bajaj A., et al., 2007). Entonces, la reduccion en la sensibilidad a feromona alfa
de la mutante 1190R podria deberse a que ésta conduce a la pérdida de una carga neta

negativa global en el dominio extracelular.

Las mutantes 1190P e 1190H exhiben una reduccion en su sensibilidad a feromona alfa en
un 28.6% y 20.1%, respectivamente (Figura 17, Tabla 5). Se sabe que en algunos GPCRs
el AE-II requiere de cierta flexibilidad conformacional para la eficiente activacion del
receptor (Avlani V. A., et al., 2007). Por tanto, es posible que las restricciones estéricas
impuestas por el anillo voluminoso de la prolina, o por el anillo imidazol de la histidina
pudieran estar redirigiendo la orientacion global del asa, reduciendo su flexibilidad

estructural o cambiando su direccion.

El modelo de unién Ste2-feromona generado en este trabajo permite proponer que no existe
un contacto directo entre el residuo 11e190 y la feromona alfa. Por otro lado, el modelo de
Ste2 permite proponer una cercania entre 11e190 y el extremo de la HV (Figura 21). El
extremo de la HV es muy importante, debido a que se sabe que dos residuos localizados en
esta region, Phe204 y Asn205, entran en contacto con la feromona alfa durante la

activacion del receptor (Lin J. C., et al., 2003; Naider F., et al., 2007). La disminucion en la
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sensibilidad a feromona alfa observada en los receptores mutantes podria deberse a que se

alteran las interacciones entre la posicion 190 y el extremo de la HV.

Figura 21. Modelo estructural del AE-IlI de Ste2 mostrando la proximidad entre los residuos 11190 y
Asn205. Las hélices HIV y HV son indicadas. La imagen fue generada con PyMOL (DeLano W. L., 2002).

El tamafio de la poblacion de la cepa silvestre (BY4741) expuesta a la feromona alfa se
mantiene constantemente sin crecimiento. Sin embargo, si la funcion de Ste2 es afectada
por una mutacion, esta inhibicion en el crecimiento no deberia producirse y el crecimiento
de la poblacion deberia ser similar al mostrado por la cepa que porta la delecién del gen
STE2 (YFLOW26W).

En los ensayos de curvas de crecimiento realizados en este trabajo, en ninguna de las cepas
mutantes se abolio la inhibicién del crecimiento inducida por feromona alfa (Figura 17), lo
cual indica que la isoleucina 190 no es un residuo critico para la funcién de Ste2. Sin
embargo, en las mutantes 1190P, 1190R e 1190H mencionadas anteriormente, se observa
disminucion en la sensibilidad a la feromona alfa (Tabla 5), esto sugiere que los anillos
(1190P e 1190H) y las cadenas laterales con carga positiva (I190R) son menos tolerados en

esta posicion.
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Modelo estructural de Ste2

Existen reportes de modelos tridimensionales de Ste2 generados previamente por otros
grupos de investigacion. Entre estos, el modelo de Lin et al., 2003 y el modelo de Eilers, et
al., 2005. Sin embargo, estos presentan algunos inconvenientes, el primero no considera los
datos experimentales de accesibilidad al solvente para definir los segmentos
transmembranales (Lin J. C., et al., 2004; Choi Y., y Konopka J. B., 2006), y el segundo
trunca la region extracelular, la cual es importante para la union al ligando y la activacion
del receptor (Akar-Strader A., 2002; Hauser M., et al., 2007; Bajaj A., et al., 2007).

Por ello, uno de los objetivos de este trabajo fue desarrollar un modelo estructural fiable del
receptor Ste2 que permitiera estudiar con detalle atdbmico el modo de union Ste2-feromona.
Usando el servidor i-TASSER, se construyd un modelo que comprende desde el residuo
Ser47 hasta Ala296; no se modelaron los dominios N-terminal y C-terminal debido a que

estos dominios no son necesarios para la unién de la feromona al receptor.

Para generar el modelo, se proporcion0 la estructura atomica tridimensional de la rodopsina
(1U19) como templado, asi como un alineamiento Ste2-rodopsina. Durante el proceso de
modelado i-TASSER utilizd, ademas de la rodopsina, la estructura de Ste2 correspondiente
a las hélices HI y HIIl (residuos 31-110) resueltas por resonancia magnética nuclear
(PDB:2K9P) (Figura 6) asi como la estructura cristalogréfica del receptor de glutamato
(PDB: 40R?2).

I-TASSER proporciona para cada modelo un C-score, el cual estima la confianza de la
prediccién y se calcula en base a los alineamientos y a las simulaciones hechas. Cae en el
intervalo de [-5, 2], donde un valor alto refleja el modelo de mejor calidad. En general, los
modelos con un C-score >-1.5 tienen un plegamiento cercano a la estructura nativa. El
modelo estructural de Ste2 resultante tiene un C-score de -1.01 por lo que fue aceptado

como valido.

El diagrama de Ramachandran grafica los valores de los angulos conformacionales phi
versus psi, para cada residuo de una proteina. Estos valores indican las conformaciones que
estan permitidas o no permitidas por impedimentos estéricos, y constituyen un indicador de

calidad estereoquimica del modelo de una proteina. Cuando >90% de los residuos de una
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proteina se encuentran dentro de las regiones més favorables del grafico de Ramachandran
resultante, se puede decir que el modelo es de alta calidad. En el caso del modelo
estructural de Ste2 el 77.2% de los residuos se encuentran en regiones favorables (Figura
19).

Se identifico que la gran mayoria de los residuos presentes en las regiones desfavorables
corresponden a las asas. Las asas que conectan las hélices transmembranales de los GPCRs
presentan mayor dificultad de ser modeladas debido a su variabilidad en secuencia y a su
flexibilidad conformacional. Se sabe que conforme la longitud de las asas aumenta
disminuye la precision de la prediccion. Cuando la longitud de las asas es mayor a seis
residuos, como en el caso de Ste2, es muy dificil obtener un modelo correcto con las
técnicas actuales de modelado molecular (Dalton J. A. y Jackson R. M., 2007). Se
identificd que los residuos de Ste2 que participan en la unién a la feromona alfa (Tabla 4)

se encuentran en regiones favorables de acuerdo al grafico de Ramachandran.

Debido a que se enviaron al servidor restricciones de estructura secundaria, los inicios y
finales de las hélices del modelo generado coinciden con los datos de ensayos de
accesibilidad al solvente reportados previamente por Choi Y., y Konopka J. B., 2006,
excepto en el caso de la HVI, que esta reportada que abarca los residuos 248-268, mientras

gue en nuestro modelo abarca los residuos 244 a 263.

El modelo estructural de Ste2 realizado en este trabajo permite proponer algunas
interacciones hélice-hélice del dominio transmembranal de Ste2. Es importante identificar
las interacciones hélice-hélice que ocurren en Ste2 debido a que durante la union del
ligando se alteran estas interacciones y se generan nuevas, lo que conduce al estado

conformacional activo del receptor (Eglen R. M., y Reisine T., 2009).

Ste2 presenta un motivo GXXXG en la HI que incluye a los residuos Gly56 y Gly60. Se
sabe que los motivos GXXXG en las hélices transmembranales median interaccion hélice-
hélice (Russ W. P., y Engelman D. M., 2000). Se necesitan al menos dos motivos para
sugerir dicha interaccion y para que se puedan formar dimeros, las glicinas deben orientarse

hacia el exterior de la proteina. En Ste2 este motivo ha sido implicado en la formacion de
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dimeros (Overton M. C., et al., 2003). En nuestro modelo de Ste2, estas glicinas se orientan
correctamente hacia afuera (Figura 22).

Los residuos fuertemente polares que se localizan dentro del interior hidrofobico de una
proteina transmembranal desempefian funciones importantes en la estructura y funcién al
mediar las interacciones entre hélices. Ha sido propuesto que las interacciones HI-HII de
Ste2 son mediadas por un puente de hidrogeno entre Arg58 (HI) e His94 (HII) (Eilers, et
al., 2005). Sin embargo, en el modelo estructural de Ste2 generado en este trabajo, Arg58
forma un puente de hidrégeno con Tyr101 de la HII, por lo que proponemos que de manera
alternativa, este puente de hidrogeno podria ser responsable de mediar las interacciones Hl-
HIl (Figura 22).

Ademas, en nuestro modelo, se forma un puente de hidrogeno entre Serl170 de la HIIl y
Glu143 de la HIV. Dos residuos del AE-I, Ser107 y Thr110 forman puentes de hidrégeno
con GIn51 de la HI (Figura 22). Estos enlaces podrian mediar las interacciones entre la HI
y el AE-l. Se ha propuesto que el AE-I tiene cambios conformacionales al unirse la
feromona al receptor (Hauser M., et al., 2007), desempefiando una funcion importante en el
inicio de la sefial de transduccion (Akal-Strader A., 2002); por lo que es importante estudiar
los posibles contactos del AE-1 que se forman con otras regiones del receptor. Se ha
observado que en la rodopsina se modifican los puentes de hidrogeno que se forman entre

las hélices tras la activacion del receptor (Patel A. B., et al., 2005).
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GIn51 Thr110

Ser107

Arg58

Gly56

Gly60
Ser170

Tyr101

Glu143

Figura 22. Residuos implicados en las interacciones hélice-hélice en el modelo de Ste2 generado. Las hélices
transmembranales se numeran de la hélice 1 a la hélice 7. Por conveniencia, las hélices se muestran con una
orientacion contra reloj. Los puentes de hidrégeno entre Arg58-Tyrl01, Ser170-Glul43, y Serl07-GIn51-
Thrl10 se muestran con puntos. Gly56 y Gly60 se orientan hacia el exterior de la proteina. La imagen fue
generada con PyMol (DeLano W. L., 2002).

Glu134 forma parte del motivo ERY en la rodopsina, siendo GIn149 de Ste2 su equivalente
funcional. Ambos, Glul134 en la rodopsina y GIn 149 en Ste2 son residuos cuya mutacién
conduce a una activacion constitutiva del receptor, y ocupan una posicién similar en el
extremo de la HIII (Cohen G. B., et al., 1993; Kim J. M., et al., 1997; Parrish W., et al.,
2002). En nuestro modelo de Ste2, GIn149 se orienta de manera similar a Glul34 de la
rodopsina (Figura 23).
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Figura 23. Vista extracelular de la rodopsina y de Ste2. Se indica con flechas a los residuos GInl147 y
Glul34, en la rodopsina (izquierda) y Ste2 (derecha), respectivamente. Ambos residuos se encuentran en el

extremo de la HIll y orientdndose hacia el interior de la proteina.

Docking del receptor Ste2 con la feromona alfa

Las estrategias de union al ligando varian ampliamente entre los miembros de la familia de
los GPCRs. Se sabe que los ligandos grandes se unen a las asas extracelulares de los
GPCRs, mientras que las moléculas pequefias se unen a la regién transmembranal del

receptor.

En el caso de los ligandos de naturaleza peptidica se ha observado una combinacion de
ambos modos de union. Primero el ligando se une a las asas extracelulares y enseguida
penetra al dominio transmembranal, donde el bolsillo de union a ligando actia como un

epicentro de los cambios conformacionales (Gurrath M., 2001).

En la mayoria de los GPCRs, el bolsillo hidrofobico se forma por las hélices 11, 111, V y VII
(Ji T. H., et al.,, 1998). Los cambios conformacionales se propagan hacia las asas
citoplasmaticas a través del movimiento de las hélices. Entonces, el dominio citoplasmatico

une y activa a la proteina G (Karnik S. S., et al., 2003).

En el caso de Ste2, se sabe que la feromona alfa se une en el bolsillo formado por los
extremos extracelulares de las hélices de Ste2, especificamente en las HI, HV y HVI (Lee
B. K, etal., 2001; Lin J. C,, et al., 2003; Naider F., et al., 2007; Umanah, et al., 2010).

Los GPCRs interacttan con sus ligandos a través de puentes de hidrégeno, pares iénicos y

contactos hidrofébicos (Ji T. H., et al., 1998). Las interacciones que Ste2 establece con la
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feromona alfa y que hacen posible la unién y activacién del receptor no han sido
caracterizadas con precision. Sin embargo, se han propuesto interacciones electrostaticas en

el complejo Ste2-feromona (Bajaj A., et al., 2007).

Los resultados del docking realizado en este trabajo nos permiten proponer un modelo para
la union de Ste2 con la feromona alfa (Figura 24). Este modelo es congruente con la
estructura de la feromona alfa propuesta por Higashijima T., et al., 1984, en el cual ésta
presenta una hélice en al dominio N-terminal (Figura 7).

En este modelo se mantienen todos los contactos proporcionados al servidor al inicio del
docking (Tabla 4), excepto el contacto Asn205-feromona. Aunque se ha implicado a
Asn205 en la union al dominio amino terminal de la feromona (Naider F., et al., 2007) en
nuestro modelo del receptor, Asn205 se orienta hacia el exterior de la proteina (Figura 24),
ubicandolo lejos del bolsillo de unién, lo que imposibilita su interaccion con la feromona
alfa. Se sabe que residuos que son importantes para la unién en proteinas no
necesariamente son cercanos en la estructura tridimensional (Bogan A. A. y Thorn, K. S,
1998). Por tanto, de acuerdo a nuestro modelo, Asn205 pudiera contribuir a la union Ste2-
feromona sin establecer una interaccion directa con la feromona alfa. Una posibilidad es
que Asn205 contribuya a la union a la feromona alfa a través de establecer interacciones
con los residuos vecinos a los residuos que estan en contacto directo con la feromona. Al
comparar los residuos que estan a <5 A de los residuos en contacto directo con la feromona
(Serd7, Thr48, Phe204 y Tyr266) con los residuos en contacto con Asn205, encontramos
nueve residuos en comun (Vall91, Tyr193, Asn194, Tyr203, Phe204, Ala206, Ser207,
Thr208, e 11e209). Entonces, Asn205 podria participar en la unién a la feromona alfa a

través de contactos indirectos con los residuos implicados en la unién.

A través de estudios de mutagénesis y usando diferentes analogos de la feromona alfa se ha
llegado a concluir que Serd7 y Thr48 de la HI de Ste2 quedan en cercana proximidad de
GIn10 de la feromona alfa (Lee B. K., et al., 2002). Como se aprecia en la Figura 24, en

nuestro modelo de unién se mantienen estas interacciones.

La Phe204 y la Tyr266 se encuentran en los extremos extracelulares de las HV y HVI

respectivamente. Estas hélices se unen por la Al-III, la cual interacciona con la subunidad o
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de la proteina G y contribuye a su activacion (Clark C. D., et al., 1994; Stefan C. J. y
Blumer K. J., 1994; Celic A, et al., 2003). Estudios de mutagénesis sitio dirigida sugieren
que la Phe204 interactta con el carboxilo terminal de la feromona (posiblemente con la
Tyrl3) mientras que la Tyr266 interactta con el amino terminal (posiblemente con el Trpl
o el Trp3) (Lin J. C., et al., 2003). Ambos residuos, Phe204 y Tyr266, participan en la
transformacion de Ste2 al estado activo (Lee B. K., et al., 2002; Henry L. K., et al., 2002).
En la Figura 24 se puede apreciar que nuestro modelo es congruente con estos datos

experimentales.

En el receptor B adrenérgico la union al ligando ocurre en el bolsillo del dominio
transmembranal y es mediado por los aminoécidos aromaticos de la HVI; se piensa que la
unién de la feromona alfa a Ste2 ocurre de manera similar a través de la Tyr266 (Strader C.
D., et al., 1989; Henry L. K., et al., 2002; Lee B. K., et al., 2002). Las interacciones entre
los residuos aromaticos del receptor y la feromona alfa podrian ser estabilizadas por efectos
de apilamiento de anillos o por puentes de hidrogeno. En nuestro modelo de unién se puede

apreciar que se forma un puente de hidrégeno entre la Tyr266 y el Trp3 (Figura 24).
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Figura 24. Modelo atémico de la interaccion entre Ste2 y la feromona alfa. El receptor Ste2 se muestra en
color gris claro. La feromona se muestra en color gris oscuro. La parte superior de la figura ilustra el bolsillo
de unién formado por las asas extracelulares y los extremos extracelulares de las hélices H1, H5 y H6. En la
parte inferior de la figura, los residuos que participan en la unién a la feromona se muestran con sus cadenas
laterales, para simplificar su visualizacion la misma imagen se muestra dos veces. Primero, el dominio
carboxilo terminal de la feromona alfa se une al receptor, GIn10 interactia con Ser47 y Thr48 (Lee B. K., et
al., 2001). Luego, la region central de la feromona alfa, Pro8-Gly9, forma un giro  (Zhang Y. L., et al.,
1998). En este punto, Phe204 queda en proximidad con Tyrl3 (Lin J. C., et al., 2003) y Lys269 queda
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préximo al amino terminal (Umanah G. K. E., et al., 2010). Asn205 se orienta hacia el exterior de Ste2, lejos
del bolsillo de union (izquierda). Tyr266 es un residuo clave en la sefializacion, se orienta hacia la membrana
lipidica y es inaccesible al solvente, interactdia con Trp3 y media la transicion de Ste2 al estado activo (Lin J.
C., et al,, 2003; Henry L. K., et al., 2002; Lee B. K., et al., 2002) (derecha). La imagen fue generada con
PyMol (DeLano W. L., 2002).

No se conoce con precision cdmo el movimiento de las hélices en Ste2 propaga la sefial
hacia el Al-111'y hacia la proteina G, pero se sabe que implica cambios conformacionales en
las HV y HVI (Umanah G. K. E., et al., 2011; Taslimi A., et al., 2012). Estos movimientos

podrian implicar la rotacion de las hélices o el movimiento similar al de un pistén.

Por ejemplo, a través de experimentos de entrecruzamiento quimico se sabe que en los
receptores adrenérgicos y el receptor M3, los extremos citoplasmaticos de las HV y HVI se
aproximan después de la unién del ligando (Wess J., et al, 2008). Al comparar la estructura
cristalogréafica de la rodopsina en estado inactivo con la estructura en estado activo

(opsina), se puede apreciar que la HVI se acerca a la HV (Scheerer P., et al., 2008).

Cabe destacar que el modelo de union obtenido en este trabajo se asemeja a estudios
computacionales realizados previamente, por ejemplo el docking realizado por Umanah, G.
K. E., etal., 2010. A diferencia de nuestro modelo, en el modelo de Umanah, la Phe204 no
queda proxima a la Tyr13 de la feromona (Figura 24), en su lugar la Tyrl3 interacciona
con la Arg58. Existe un conflicto en las conclusiones publicadas por diferentes grupos de
investigacion sobre si la Tyrl3 de la feromona interacta con la Phe204 o con la Arg58.
Experimentos con analogos de feromona y estudios de entrecruzamiento quimico llevan a
proponer la interaccion entre la Tyrl3 y la Arg58 (Son C. D., et al., 2004). Sin embargo,
nuestro modelo se basa en la suposicion a partir de estudios de mutagénesis y de
entrecruzamiento quimico de que la Phe204 interacciona con la Tyrl3 de la feromona
(Abel M. G, et al., 1998; Dosil M., et al., 1998; Lin J. C., et al., 2003; Lin J. C., et al.,
2004).

Por otra parte, el modelo obtenido permitié revelar el area de interfaz entre Ste2 y la
feromona alfa. Las proteinas interactlian a través de la interfaz, las cual se estd compuesta
por los residuos en contacto que pertenecen a dos diferentes cadenas junto con los residuos

cercanos. Para estudiar la interaccion entre un receptor y su ligando se estudian tanto los
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residuos que estan en contacto, asi como los residuos cercanos para explorar los efectos
quimicos de su matriz de soporte (Keskin O., et al., 2008). Se puede decir que dos residuos
estdn en contacto si la distancia entre cualquier par de atomos de estos dos residuos de
diferentes cadenas es menor a la suma de su correspondiente radio van der Waals mas 0.5
A. Mientras que un residuo se considera cercano si la distancia entre su carbono alfa y un
carbono alfa de cualquier residuo en contacto es menor a6 A (Keskin O., et al., 2005).

En el modelo del complejo Ste2-feromona obtenido se identificaron 26 residuos que se

encuentran en la interfaz. Estos se enlistan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Residuos encontrados en la interfaz en el complejo Ste2-feromona alfa. Los datos de accesibilidad al

solvente y conservacion de cada residuo son indicados. Los datos de accesibilidad al solvente fueron

obtenidos de Lin J. C., et al., 2004. La conservacion de residuos se determind en base a un alineamiento

realizado en Pfam.

HI AE-| AE-11 /HV AE-111/HVI
Ser47 Ser107 Asnl194 Ala265
No conservado No conservado No conservado No conservado
Accesible al solvente Accesible al No accesible al solvente
solvente
Thr48 Ser108 Aspl95 Tyr266
No conservado No conservado No conservado Conservado

Accesible al solvente

Val49
Conservado
Accesible al solvente

Thr50
No conservado
No accesible al
solvente

GIn51
No conservado
No accesible al
solvente

Metb54
No conservado
No accesible al
solvente

Leull3
No conservado

Thr114
No conservado

Phell6
No conservado

Proll7
No conservado

Vall96
No conservado

GIn200
No conservado
Accesible al solvente

Asp201
Conservado
Accesible al solvente

Lys202
No conservado
Accesible al solvente

Tyr203
No conservado
Accesible al solvente

Phe204
No conservado
Accesible al solvente

No accesible al solvente

Ser267
No conservado

No accesible al solvente

Lys269
No conservado

Accesible al solvente

Pro270
No conservado

Accesible al solvente

Gly273
No conservado

Accesible al solvente
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Como se puede apreciar en la Tabla 6, la interfaz entre Ste2 y la feromona esta formada en
su mayoria por residuos polares, pero también se compone de una fraccion menor de
residuos no polares. Esto concuerda con lo establecido en estudios previos que indican que
el bolsillo de union esta formado por regiones tanto hidrofébicas como hidrofilicas (Ding F.
X., et al., 2001). En la interfaz se encuentran residuos accesibles al solvente, asi como
residuos no accesibles al solvente. A este respecto se ha propuesto que los residuos
accesibles al solvente participan en la unién a la feromona alfa, mientras que los no

accesibles median la transicion al estado activo del receptor (Lin J. C., et al., 2004).

En general, los residuos de una interfaz que son estructural y funcionalmente importantes
tienden a ser conservados o0 a tener una tasa de mutacion baja comparada con el resto de la
proteina (Guharoy M., y Chakrabarti P., 2005). Tal es el caso de la Tyr266, la cual es un
residuo critico tanto para la unién a la feromona alfa como para la transduccion de la sefial
(Henry L. K., et al., 2002; Lee B. K., 2002). Sin embargo, no siempre es asi y muchos
residuos que son importantes para la unidn no estan conservados en la interfaz (Caffrey D.
R., et al., 2004). Como se aprecia en la Tabla 6 la mayoria de los residuos identificados en

la interfaz entre Ste2 y la feromona alfa son residuos no conservados.

Los residuos Ser108 y Thr114 del AE-I identificados en la interfaz entre Ste2 y la feromona
alfa han sido previamente implicados como criticos en la sefializacién de Ste2 por otro
grupo de investigacion (Akal-Strader A., 2002), por lo que nuestro modelo es consistente

con estos datos experimentales.

Los residuos GIn51 y Ser107 identificados también en la interfaz, se encuentran formando
un puente de hidrégeno que conecta la HI con el AE-I, segin el modelo estructural de Ste2
generado en este trabajo. Dado que el AE-I tiene cambios conformacionales durante la
activacion del receptor (Hauser M., et al., 2007), este puente de hidrégeno podria verse
modificado durante la sefializacion. De lo anterior, proponemos que seria conveniente

evaluar la relevancia de GIn51 y Ser107 en la funcién de Ste2.

En resumen, tanto las estructuras individuales del receptor y la feromona alfa, como el
modelo del complejo Ste2-feromona generados en este trabajo, son consistentes con los

datos experimentales previamente reportados y ademas permiten hacer predicciones en
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relacion a las interacciones que estabilizan la conformacion nativa del receptor y sobre los

detalles moleculares de la unién del receptor con su ligando.
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IX.  CONCLUSIONES

La sustitucion de 11e190 por serina o leucina en Ste2 no afecta la sensibilidad a feromona en
S. cerevisiae, mientras que la sustitucion de 11e190 por prolina, histidina o arginina genera
una disminucién de un 28.6%, 20.1%, y 18.3%, respectivamente, en la sensibilidad a la

feromona alfa.

Se gener6 un modelo estructural de Ste2 que abarca los residuos 47 a 296, a partir de
informacion experimental y métodos de modelado molecular por homologia. EI modelo de
Ste2 obtenido es consistente con la evidencia experimental y permite explicar algunas de

las interacciones que estabilizan la conformacion nativa del receptor.

Se gener6é un modelo de la interaccion entre Ste2 y la feromona alfa con el que se
identificaron los aminoéacidos que presumiblemente se localizan en la interfaz entre la
feromona y el receptor. EI modelo es congruente con datos experimentales generados en
este trabajo y otros previamente reportados sobre esta interaccion, por lo que sirve como
punto de partida para futuros experimentos de mutagénesis sitio dirigida vy

entrecruzamiento quimico.
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X. PERSPECTIVAS

La validacion experimental de los contactos Arg58-Tyr101, Serl70-Glul43, y Serl07-
GIn51-Thr110 identificados como responsables de las interacciones hélice-hélice en la

conformacioén nativa de Ste2.

Evaluar a través de mutagénesis sitio dirigida, la participacion en la unién al ligando o en la

sefializacion de los 26 residuos identificados en la interfaz entre Ste2 y la feromona alfa.

A partir de los datos experimentales que se lleguen a obtener, refinar el modelo de unidn

del receptor Ste2 con la feromona alfa generado en este trabajo.
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