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ROBUSTEZ Y SENSIBILIDAD EN LA RESPUESTA A FEROMONA
DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Las células deben sensar y responder a cambios en su ambiente para poder sobrevivir,
reproducirse y desempefar sus funciones fisioldgicas. En particular, las células eucariotas
usan muchos y variados mecanismos a fin de transducir senales del exterior al interior de
la célula. Uno muy importante es el que involucra a receptores acoplados a proteinas G
heterotriméricas. Estos receptores de siete pasos de membrana, al ser ocupados por sus
ligandos, catalizan el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Ga de la proteina
G asociada, lo que causa la disociacién de la proteina G heterotrimérica en Ga y GSv.
La respuesta a feromona sexual de levaduras es un sistema prototipico de este tipo de
mecanismos, muy estudiado bioquimica y genéticamente. En esta via de transduccion de
senales, la proteina de andamiaje Steb se une a G~ libre, lo que causa su reclutamiento
a membrana y la activacién de una cascada de MAP kinasas, resultando en arresto del
ciclo celular y cambios en el patrén de expresién génica. Las curvas dosis-respuesta (DoR)
a feromona medidas en distintos puntos de la via de transducciéon, como ocupacién del
receptor, fosforilacién de la MAPK del sistema o induccién transcripcional, muestran una
sensibilidad muy similar, un fenémeno al que llamamos alineamiento de las curvas dosis-
respuesta (DoRA).

En esta tesis estudiamos de manera cuantitativa los primeros pasos en la activacién de
la respuesta a feromona en levaduras; la ocupacién del receptor, la activacién de la proteina
G heterotrimérica y el reclutamiento a membrana de Ste5. Encontramos que el sistema es
notablemente robusto a variaciones en la cantidad de receptores, algo que no es facilmente
explicable por la teoria clasica de receptores. Estudiamos el mecanismo responsable de
esta robustez, cuyo punto de accién pudimos mapear rio arriba del reclutamiento de Ste5.
Construimos un modelo matematico completo de la interaccién entre el receptor y la
proteina G: el modelo Carrousel. El anélisis del mismo nos sugirié un mecanismo por el
cual el sistema puede medir la fraccion de receptores ocupados en lugar de la cantidad
de los mismos, lo que ademds explica el fenémeno de DoRA. Este mecanismo depende de
la interaccién fisica reportada entre la proteina RGS (reguladora de la senalizacion por
proteina G, que inactiva al sistema) y el receptor (que lo activa). Pudimos probar que
cepas mutantes en las que esta interaccién no esta presente, no muestran robustez a la
cantidad de receptores.

Por otro lado medimos curvas DoR del cambio de localizacién de Steb en células con
cantidades variables de Ste5. En base a esta informacion pudimos estimar la afinidad entre
esta proteina de andamiaje y sus sitios de unién a membrana en células vivas, y como esta
afinidad se modula durante la respuesta. Ademas, estudiamos el efecto de cambios en la
abundancia de Steb sobre la respuesta, encontrando que la cantidad de esta proteina es
un parametro critico del sistema.

Palabras claves: proteina G, transduccién de senal, Saccharomyces cerevisiae, robustez



ROBUSTNESS AND SENSITIVITY IN THE PHEROMONE
RESPONSE OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Cells need to respond to changes in their environment to be able to survive and pro-
liferate. Here, we study in a quantitative manner the pheromone response pathway in
Saccharomyces cerevisiae, a canonical GPCR signal transduction system. Upon activation
of the pathway, occupied receptors increase the exchange rate of GDP for GTP in the
Ga subunit of the heterotrimeric G protein. This causes the dissociation of the G protein,
liberating free Gf7, which in turn recruits to the membrane the scaffold protein Steb,
activating the MAP kinase cascade and downstream effectors. Dose-response (DoR) cur-
ves measured at different activation steps of this pathway show very similar sensitivity, a
phenomena we call dose-response alignment (DoRA).

In this thesis we study the first activation steps of the pheromone response; receptor
occupation by ligand, activation of the G protein and recruitment of Ste5. We found the
system to be notoriously robust to changes in the levels of the receptors, something not
easily explained by classical receptor theory. We mapped the mechanism responsible for
this robustness upstream of Ste5 membrane recruitment. Therefore, we built a complete
mathematical model of the G protein activation process: the Carrousel model. This model
suggested that the system responds to the fraction of occupied receptor and not to the
absolute amount of ligand-receptor complexes. As predicted by the model, this mechanism
requires the reported physical interaction between the RGS of the system and the receptor,
since disruption of this interaction abolishes robustness to receptor abundance.

We also determined the affinity with which Ste5 binds to free GB7, causing its mem-
brane recruitment. We determined this in live cells, and studied the way in which the
affinity is modulated during the response. Furthermore, we studied the effect of changes
in the abundance of Steb, finding that the expression level of this protein is critical for a
normal sensitivity of the response.

Keywords: G protein, signal transduction, Saccharomyces cerevisiae, robustness
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1. INTRODUCCION

Las células estan expuestas a ambientes complejos y cambiantes. Las mismas células
son sistemas aun més complejos y cambiantes que los medios en que se desarrollan. Para
que las células puedan crecer, replicarse y cumplir sus funciones, deben sensar tanto su
entorno como su propio estado fisioldgico. Es decir, que deben contar con mecanismos
capaces de detectar caracteristicas especificas y relevantes del ambiente extracelular (y
de su propio estado) y transformarlas en atributos accesibles a su maquinaria molecular.
En otras palabras, las células deben codificar cambios pertinentes en su entorno (y en si
mismas) en modificaciones del estado de componentes intracelulares.

Una de las grandes preguntas en biologia, y en la que se enmarca esta tesis, es justa-
mente, como hacen las células para sensar y responder a cambios en su medio, tanto interno
como externo. Especificamente, cudles son los mecanismos involucrados y los principios
fundamentales que los rigen.

El ambiente de una célula estd definido por un enorme nimero de factores a los que,
potencialmente puede responder. Por ejemplo, podemos mencionar factores como pH, sali-
nidad, osmolaridad, temperatura, luz, fuerza mecdnica y corriente eléctrica, entre muchos
otros. Aunque los mecanismos involucrados en la deteccién de este tipo de estimulos fisico-
quimicos son fascinantes, en esta tesis nos concentramos en el sensado de drogas, es decir,
sustancias quimicas capaces de causar un efecto fisiolégico especifico. Esta definicién de
drogas abarca a hormonas y feromonas, que son sustancias producidas por los organismos
y secretadas a un fluido corporal o al medio externo respectivamente, capaces de causar
cambios fisiol6gicos en otras células, tejidos u organismos. También incluye otras molécu-
las de senalizacién, como neurotransisores, citoquinas y factores de crecimiento, como asi
también compuestos artificiales con actividad bioldgica.

El estudio del efecto de las drogas sobre las células y los tejidos es interesante desde el
punto de vista de la ciencia bésica, ya que es la principal forma de comunicacién intercelular
(fuera del sistema nervioso). Pero ademads tiene gran relevancia para la ciencia aplicada,
ya que estd en la base de muchas patologias y, en algunos casos, de su tratamiento.

La bioquimica tradicional estudia el flujo de materia y energia en la célula, es decir,
el metabolismo. La genética estudia los patrones de herencia de la informacién que define
las caracteristicas de un organismo a través de las generaciones. Por otro lado, el estudio
de la transduccion de senales se concentra en los procesos de deteccién, transmisién y
procesamiento de la informacién en una escala temporal més corta, dentro de la vida de
un organismo. Esta tesis se centra en el estudio de un sistema canoénico de transduccion
de senales, la respuesta a feromona sexual en levaduras.

1.1. Teoria de receptores

Para que una célula pueda responder a una droga, debe tener algiin componente que
modifique su estado ante la presencia de dicha sustancia. La teoria cldsica de receptores
postula que las drogas se unen a moléculas receptoras en la célula con un patrén altamente
especifico, y que es este complejo ligando-receptor el que produce de algiin modo el efecto

! Llamamos ligando a una molécula capaz de unirse selectiva y estequiométricamente a un receptor.



1. Introduccion 2

medido (Clark, 1933). Esta teoria puede ser resumida en el siguiente esquema

kR-L

L+Re2oLR S 51O (1.1)
kR~L
of f

donde L es el ligando, R el receptor, LR el complejo ligando-receptor y FE el efecto fi-
siolégico evocado 2. La tasa de reaccién k%L indica la velocidad de asociacién entre R
y L. La cantidad de eventos de uniéon por unidad de tiempo estd dada por el producto
EELIR][L)] . Por otro lado, el producto de la tasa de disociacién kff% con la concentracién
del complejo [LR] da la velocidad de disociacién. En el equilibrio estas dos velocidades
deben ser iguales. Si ademds asumimos que la concentracién extracelular de ligando [L] no
se modifica significativamente por la unién con el receptor (no hay deplecién de ligando),
obtenemos la siguiente expresién para la cantidad de complejo LR en el equilibrio

LR o Rtot [L]

" RpRI -

donde Ry, es la cantidad total de receptores en la célula y K C%'R = kf}? / kﬁf es la
constante de disociacion, una medida de la afinidad entre el ligando y el receptor.

Al estudiar la respuesta fisioldgica de diferentes tejidos, se encontré que algunos li-
gandos activaban la respuestas, mientras que otros ligandos bloqueaban la respuesta a los
primeros. Para diferenciarlos se llamaron agonistas y antagonistas, respectivamente, a es-
tos dos tipos de ligandos. No todos los agonistas de un receptor dado resultaban igualmente
eficaces en la activacién de su receptor y la consecuente evocacién de un efecto fisiologico.
Por lo tanto, se denominaron agonistas completos a aquellos que, a concentraciones sufi-
cientemente altas, evocaban una respuesta “méxima” (tan grande como la evocada por el
agonista mas eficaz conocido). Por el contrario, se llamaron agonistas parciales a aquellos
que no eran capaces de dar una respuesta maxima, incluso a dosis saturantes. Esto queria
decir que no todo receptor ocupado tiene el mismo grado de actividad. Para formalizar
esto se definié el concepto de eficacia intrinseca €, una propiedad del par ligando-receptor
diferente a la afinidad. Se definié el estimulo S dado a una célula, como el producto de la
eficacia intrinseca por la cantidad de receptores ocupados, S = € LR. (En la seccién 4.1 se
resume el desarrollo histérico de esta teoria, y los aportes realizados por cada autor.)

Finalmente, la relacién entre el estimulos S y el efecto fisiolégico E estd dado por la
funcién de transferencia f (Ecuacién 1.1). Esta funcién es especifica de cada tejido y tipo
celular. En términos generales es una funcién continua y monétona creciente. Captura en
un enfoque de caja negra el proceso de transduccion de senal, desde receptor activado
hasta los efectores finales. Por lo tanto, la expresién para la magnitud del efecto medido,
segun este modelo, esta dada por

(1.3)

e rem - g (6 Ryot[L] )

KL 4 [L]

donde F,, es la respuesta maxima posible.

En la figura 1.1 se muestra una curva dosis-respuesta (DoR, también conocida como
curva concentracion-accion). Este tipo de curvas son ampliamente utilizadas en farma-
cologia y en el campo de transduccion de senales. Muestran el grado de respuesta de un

2 La eficacia intrinseca ¢, el estimulo S y la funcién de transferencia f se definen més abajo.
3 [L] y [R] son las concentracién de L y R respectivamente.
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Figura 1.1: Curvas dosis-respuesta
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sistema en estado estacionario, sometido a una dosis dada del agonista en cuestiéon. Es
usual usar una escala semi-logaritmica, representando la respuesta en escala lineal vs. el
logaritmo en base 10 de la dosis, expresada en molar. Un pardmetro importante de estas
curvas es la dosis necesaria para alcanzar el 50 % de la respuesta méaxima (ECsg *, lineas
rojas en la figure 1.1).

1.2. Transduccion de senales

Los ligandos hidrofébicos son capaces de atravesar la membrana plasmaética y unirse
a receptores intracelulares; un ejemplo es el caso del receptor de estrégeno. Sin embargo,
la mayoria de los drogas son hidrofilicas y no pueden ingresar facilmente al interior de las
células. Los receptores para este tipo de moléculas suelen ser proteinas transmembrana,
con un dominio extracelular de unién a ligando y un dominio intracelular, encargado de
activar una o varias vias de transduccion de senales. Estas vias, que dependen de moléculas
intracelulares de senalizacion, procesan y distribuyen la senal adentro de la célula. En otras
palabras, estos sistemas de transduccién de sefiales son la implementacién molecular de la
funcién de transferencia f introducida en la seccién anterior.

La mayoria de los sistemas procariotas de transduccién de senales, y algunos eucario-
tas, se basan en sistemas de dos componentes (Stock et al., 2000). Estos sistemas estan
compuestos por una proteina histidina kinasa (HK), que funciona a la vez de receptor del
estimulo externo, y de una segunda proteina reguladora de la respuesta (RR). Al activarse
HK, ésta se autofosforila en una histidina, creando asi un grupo fosfato de alta energia
que luego es transferido un aspartato en la proteina RR. Esto induce un cambio confor-
macional en el dominio regulatorio de RR, que a su vez causa la activaciéon del dominio
efector asociado.

* de sus siglas en ingles Effective Concentration
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Un ejemplo paradigmaéatico de sistemas de dos componentes es la osmoregulacion en
Escherechia coli, compuesto por la HK EnvZ y el RR OmpR. Una peculiaridad de este
sistema es que FnvZ no sélo funciona como kinasa, sino que también actia como fosfatasa
de OmpR (Igo et al., 1989). Por lo tanto, EnvZ es una enzima que cataliza dos reacciones
antagoénicas. Esta propiedad, aparentemente paraddjica, le permite al sistema ser robusto
a variaciones en la abundancia de tanto EnvZ como OmpR (Russo y Silhavy, 1993; Bat-
chelor y Goulian, 2003; Shinar et al., 2007). El motivo intuitivo es que un aumento en la
concentracién de cualquier componente, aumenta tanto la fosforilacién como la desfosfo-
rilacién neta. (Como veremos, la nocién de componentes paraddjicos serd relevante en el
capitulo 2, Hart y Alon 2013.)

En organismos eucariotas hay tres clases principales de receptores de membrana, segtiin
el mecanismo de transduccion que utilizan:

(1) Los receptores acoplados a canales idnicos, también conocidos como receptores io-
notrdpicos, son asociaciones de proteinas que forman un canal iénico a través de la
membrana plasmatica. Este tipo de receptores estan involucrados en sinapsis rapi-
das entre células nerviosas y otros tipos de células eléctricamente excitables, como
neuronas y fibras musculares. Esta senalizacion estd mediada por neurotransmisores
que al unirse a su sitio de unién producen la apertura y cierre de los canales iénicos,
cambiando asi la permeabilidad de la membrana de manera especifica para algu-
nos iones. Un ejemplo de esta clase es el receptor de AMPA (AMPAR), un receptor
de glutamato que media sinapsis en el sistema nervioso central. Recibe su nombre
debido a su capacidad de activarse por AMPA, un andlogo artificial de glutamato.

(11) Los receptores acoplados a enzimas, o bien funcionan como enzimas o se asocian
directamente con enzimas a las que activan. En general son proteinas de un solo paso
de membrana, con su sitio de unién a ligando en el dominio extracelular y su dominio
catalitico o de unién a enzima del lado citoplasmatico. Esta clase contiene a diversas
familias de receptores, evolutivamente no relacionadas entre si, por lo que presentan
un gran diversidad estructural. Un ejemplo de esta clase son los receptores tirosina
kinasa (RTKs), que unen diversos factores de crecimiento, hormonas y citoquinas.
La mayoria de los RTKs se oligomerizan como consecuencia de su unién a ligando,
lo que causa la autofosforilacién de los receptores en residuos tirosina, aumentando
asi su actividad kinasa (Hubbard y Till, 2000).

(1) Los receptores acoplados a proteinas G. Estos receptores se acoplan a proteinas aso-
ciadas a la cara interna de la membrana plasmatica, llamadas proteinas G debido a
su capacidad de unir nucleétidos de guanosina. La descripcién detallada de este tipo
de sistemas se da en la préxima seccion.

Ademsds, existen receptores que no se ajustan a las clases descritas més arriba. Un
ejemplo es el receptor Notch, involucrado en procesos de desarrollo y decisién del destino
celular en animales. Notch es una proteina de un tnico paso de membrana que, al activarse
por unién de su ligando, es clivada por una proteasa asociada a la membrana. Esto pro-
duce la liberacién del dominio citoplasméatico de Notch, el cual actiia como un regulador
transcripcional activando la expresién de varios genes.

1.3. Receptores acoplados a proteina G heterotrimérica

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) son un grupo de receptores extre-
madamente importante. Constituyen la familia méds grande de receptores integrales de
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Figura 1.2: Esquema de activacién de la proteina G por un GPCR. El receptor (GPCR) puede
unirse al ligando (flechas violetas) o acoplarse a la proteina G (flechas azules). El receptor ocupado
actia como GEF sobre Ga, catalizando el intercambio de GDP por GTP (flechas verdes). Esto a
su vez causa perdida de afinidad de Ga por GfBv (puntos naranjas) y disociacién de la proteina
G. La subunidad Ga, ayudada por la actividad GAP de la RGS, puede hidrolizar el GTP a GDP
apagando la sefializacién (flechas rojas).

membrana (Ferguson, 2001) y de blancos de drogas terapéuticas (Rask-Andersen et al.,
2014). Ademds, son el blanco de drogas “de abuso” como el cannabis y los opioides. En
humanos, hay mas de 800 GPCRs y son responsables de nuestros sentidos de visién, olfato
y gusto. Los agonistas de GPCR son extremadamente variados quimicamente, incluyendo
proteinas, péptidos, derivados de amino acidos y acidos grasos, y todas las moléculas que
podemos oler. Mas atn, la rodopsina es un miembro de esta familia de receptores y la en-
cargada de responder a luz. Contiene un croméforo covalentemente unido, el 11-cis-retinal,
que al absorber un fotén se isomeriza a trans-retinal, activando asi al receptor.

Pese a la diversidad quimica y funcional de sus ligandos, los GPCRs tienen una es-
tructura terciaria conservada, que se puede dividir en tres partes: (1) la regién extrace-
lular compuesta de tres loops extracelulares y el extremo N-terminal; (2) la regién trans-
membrana, compuesta de siete a-hélices; y (3) la regién intracelular, compuesta de tres
loops intracelulares, una a-helice anfipatica y el dominio C-terminal. En un sentido gene-
ral, la regién extracelular modula el acceso del ligando; la region trans-membrana forma
el ntcleo estructural, une al ligando y transduce esta informacion a la regién intracelular;
y la regién intracelular hace de interfaz con las proteinas de senalizacion citoplasmaéticas
(Venkatakrishnan et al., 2013).

Como el nombre sugiere, los GPCRs se acoplan a proteinas capaces de unir nucleétidos
de guanosina, llamadas proteinas G (Oldham y Hamm 2008, figura 1.2). Estas proteinas
G son heterotriméricas, compuestas de las subunidades «, 8 y 7. La subunidad Ga es
la que une nucleétidos de guanosina, mientras que las subunidades G5 y G7 se unen
fuertemente entre si para formar el heterodimero GS7v. Cuando Ga estd unida a GDP
tiene alta afinidad por Gj+, por lo que las subunidades se unen formando el heterotrimero
Gapry. Este es el estado inactivo de la proteina G.

Los GPCRs unidos a sus agonistas actian como factores intercambiadores de nucleoti-
dos de guanina (GEF °) sobre Ga, acelerando el intercambio de GDP por GTP. Este

5 Guanine nucleotide Exchange Factor.
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intercambio causa un cambio conformacional en Ga, y la consecuente perdida de afini-
dad y disociacién entre Ga y GB7, que regulan la actividad de varios efectores rio abajo
(Neer, 1995). Cabe notar que la actividad GEF de los GPCR es la contraparte molecular
del estimulo S definido en la ecuacién 1.3.

La subunidad Ga es una GTPasa capaz de hidrolizar su nucleétido unido de GTP a
GDP, regresando asi a un estado de alta afinidad por GS~. In vitro esta reaccién es mucho
mas lenta que la observada in vivo. Esto se debe a la presencia en la célula intacta de otras
proteinas requladoras de la sefializacion por proteina G, llamadas RGS ©. Estas proteinas
actian aumentando la tasa de hidrélisis de GTP en Ga, actividad denominada GAP 7.
Las RGS estan ampliamente distribuidas entre los eucariotas, por ejemplo hay alrededor
de 25 proteinas RGS codificas en el genoma humano, cada una de las cuales interactian
con un subconjunto particular de proteinas G.

Las proteinas G pueden actuar sobre diversos tipos de componentes, y de diferentes
maneras. Por ejemplo, las subunidades Ga de algunas proteinas G, denominadas Gg, ac-
tivan a la adenilato ciclasa, aumentando asi la produccién de AMP ciclico (AMPc). (Se
acuno el término sequndos mensajeros para referirse a moléculas de bajo peso molecular,
como el AMPc, que se acumulan en una célula efectora por la accién de un agonista.)
Las subunidades Ga de otras proteinas G, denominadas Gj, inhiben a esta misma enzima
y consecuentemente a la produccién de AMPc. Por otro lado, existen GPCRs que acti-
van a la fosfolipasa C, una enzima asociada a la membrana plasmatica capaz de clivar al
fosfolipido fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP3). Estos receptores normalmente actian a
través de una proteina G denominada Gg. Al clivarse, PIPy se producen inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) y diacilglicerol, que también funcionan como segundo mensajero. También
existen proteinas G heterotriméricas, como Gia y Gis, que activan a GEFs de proteinas
G pequenas involucradas en la regulacién del citoesqueleto de actina.

Las subunidades G+ de algunas proteinas G también pueden activar ciertos compo-
nentes. Por ejemplo, en células de musculo cardiaco, la subunidad GBv de la proteina
G; puede unirse y abrir canales de potasio, haciendo més dificil la depolarizacién de la
célula (Logothetis et al., 1987). Otro ejemplo en el que GBvy y no Ga es la encargada de
transmitir la senal, es la respuesta a feromona sexual de levaduras (seccién 1.5).

1.4. La levadura Saccharomyces cerevisiae, un eucariota modelo

Debido a la conservacion evolutiva de muchas rutas metabdlicas, vias de transduccién
de senales y procesos moleculares en general, los principios dilucidados en un organismo
suelen tener correlato en otras especies. La levadura Saccharomyces cerevisiae es un or-
ganismo modelo adecuado para estudios cuantitativos debido a varias razones (Mustacchi
et al., 2006): (1) Es un organismo eucariota relativamente sencillo comparado con los eu-
cariotas superiores, pero de un grado de complejidad que hace su estudio relevante. (2) El
genoma de levadura fue el primer genoma eucariotas en ser completamente secuenciado
(Goffeau et al., 1996). (3) Muchos estudios de genémica funcional fueron desarrollados
y realizados en este organismo, por lo que se cuenta con una importante base de datos
del transcriptoma, proteoma, metaboloma e interactoma, que es de acceso facil y gratuito
(Dwight et al. 2002, www.yeastgenome.org). (4) Debido a que es un organismo unicelular
que puede crecer vegetativamente en fase haploide, comparte con las bacterias muchas de

5 Regulator of G protein Signaling
" GTPase-Activating Protein
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las ventajas técnicas en cuanto a cultivo y manipulacién genética; tiene un crecimiento
rapido, se puede cultivar en medios definidos, tiene células dispersas por lo que se pueden
aislar mutantes facilmente y su genoma se puede modificar mediante protocolos rapidos
y sencillos (Sherman, 1991). (5) Existen colecciones completas de mutantes de delecién,
en las que de a uno los genes no esenciales han sido eliminados (Giaever et al., 2002).
También existen colecciones de cepas en las que cada marco abierto de lectura ha sido mo-
dificado para expresar la proteina enddgena correspondiente fusionada a la proteina verde
fluorescente (GFP, Huh et al. 2003) o fusionadas a secuencias peptidicas que facilitan la
cuantificacién y purificacién de la proteina etiquetada (TAP-tagged, Ghaemmaghami et al.
2003).

Las levaduras S. cerevisiae (referidas como levaduras en adelante) tienen un ciclo de
vida en el cual tanto las células haploides como diploides pueden reproducirse asexualmente
por mitosis. En medio rico las levaduras completan un ciclo celular aproximadamente cada
90 minutos (dependiendo del background genético), durante el cual replican su genoma y
desarrollan una gema o brote a uno de sus lados. Esta gema se transforma en una nueva
célula luego de recibir un juego completo de cromosomas (N=16 6 2N=32, para células
haploides o diploides respectivamente) y de ocurrir la citocinesis. Este proceso asimétrico
de divisién celular por gemacion permite diferenciar a las células en madres e hijas, y da
origen a uno de los nombres de esta especie; “levaduras de gemacién”.

En determinadas condiciones las células pueden arrestar su ciclo celular y comenzar
procesos de transicién hacia otros tipos celulares. En levaduras diploides la escasez de
nitrégeno en presencia de glucosa como fuente de carbono produce la transiciéon hacia un
crecimiento pseudo-hifal, en el cual las células se elongan y dividen en la misma direccion
generando largos filamentos que penetran el sustrato (Gimeno et al., 1992). Ante la escasez
de algin nutriente (nitrégeno, sulfato, fosfato), pero en presencia de fuentes de carbono
no fermentables (acetato, piruvato, etanol), se produce la esporulacién, un proceso que
involucra un ciclo de divisién meidtica y que culmina con la formacién de cuatro esporas
haploides encerradas por un asco (Mitchell, 1994). Las esporas son estructuras de resisten-
cia que pueden germinar en condiciones favorables y resumir el ciclo celular, pero ahora en
un estadio haploide. Las células producidas en el proceso de esporulacién son de dos tipos
sexuales diferentes, a los que se llama “a” y “o” (alfa). Cuando levaduras haploides de
tipos sexuales opuestos se encuentran préximas, puede ocurrir el proceso de apareamiento,
que involucra la fusién celular (singamia) y fusién de los nicleos (cariogamia), dando lugar
a un cigoto diploide (Herskowitz, 1988).

1.5. Respuesta a feromona sexual en Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras haploides producen y secretan al medio moléculas de senalizaciéon de
naturaleza peptidica especificas de cada tipo sexual. Asi, las células “a” producen “factor-
a” (de secuencia WHWLQLKPGQPMY, Stotzler et al. 1976) y las células “a” producen
“factor-a” (de secuencia YIIKGVFWDPAC, con un grupo lipidico farnesil unido covalen-
temente a la cisteina C-terminal, Betz et al. 1987). Debido a que estas moléculas median
la comunicacién entre organismos (siendo las levaduras organismos unicelulares) se deno-
minan feromonas. Cada célula haploide responde especificamente a la feromona del tipo
sexual opuesto, es decir que las células “a” responden al “factor-a” y las células “a” res-
ponden al “factor-a” (Herskowitz, 1988). Esta respuesta involucra una serie de eventos

que preparan a las células para el apareamiento. Entre estos podemos destacar el arres-
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to del ciclo celular en G1 (START), cambios en el patrén de expresién génica, cambios
morfolégicos y crecimiento quimiotrépico polarizado hacia la fuente de feromona (es decir,
hacia la pareja de apareamiento, Dohlman y Thorner 2001).

El arresto del ciclo celular sincroniza a ambas células en un estadio en el que tienen
una unica copia de cada cromosoma, lo que es adecuado para la formacién del cigoto
diploide (Herskowitz, 1988). El hecho de que inhiban la proliferacién celular, convierte a
las feromonas en reguladores negativos del crecimiento, especificos para cada tipo sexual.

El cambio en el patrén de expresién génica inducido por feromona afecta a alrededor
del 3% del genoma, aumentando la transcripcién de muchos genes (algunos de los cuales
estan relacionados con el proceso de fusién celular) y reprimiendo la expresion de otros
(muchos de los cuales estan relacionados con la sintesis de ADN y la progresion por el
ciclo celular, Roberts et al. 2000). Debido a que las levaduras son organismos sésiles, para
poder fusionarse exitosamente deben crecer hacia su pareja de apareamiento. Las levaduras
logran esto generando una proyeccion en direccion del gradiente de feromona formado por
la células haploide de tipo sexual opuesto con la cual se van a aparear. Se llama shmoo
a la morfologia de las células con esta proyeccién, desarrollada a altas dosis de feromona,
debido a su semejanza con los personajes de caricatura de igual nombre creados a final
de la década de 1940 (Capp, 1948). A dosis menores de feromona se forman proyecciones
menos ahusadas, dando lugar a una morfologia denominada penaut, debido a su semejanza
con un mani.

El sistema de respuesta a feromona (SRF) utilizado por células haploide de S. ce-
revisiae es uno de los sistemas de receptor acoplado a proteina G heterotrimérica mejor
estudiados en organismos eucariotas (Dohlman y Thorner, 2001; Bardwell, 2004). Los prin-
cipales genes necesarios para la propagacion de la sefial han sido identificados y muchas
propiedades bioquimicas de sus productos proteicos han sido caracterizadas. El andlisis
de cepas con alelos no funcionales, termosensibles o constitutivamente activos de estos
genes ha permitido un ordenamiento preciso de los pasos fundamentales de esta via de
transduccién (Dohlman y Thorner, 2001). Muchos de los genes involucrados en esta via
fueron identificados porque su perdida o mutacién causa un fenotipo estéril (incapaz de
aparearse), por lo que fueron nombrados STE ® (Mackay y Manney, 1974; Hartwell, 1980).

La respuesta a feromona comienza con la unién del factor-a (o factor-a) a su receptor
de membrana, el inico componente del SRF que interactia directamente con la feromona
(figura 1.3). Cada tipo sexual expresa un receptor diferente; las células MATa expresan
STE2GPCR 9 mientras que las células MATa expresan STE3SPCR | Los productos protei-
cos de estos genes unen a los factores « y a, respectivamente. (Una revisiéon detallada de
los eventos que ocurren a nivel del receptor se puede encontrar en Naider y Becker 2004.)

Las subunidades Ga, GB8 y G~ de la proteina G de esta via estdn codificadas por los
genes GPA16¢% STE}S8 vy STE1857, respectivamente. En el SRF es Gy quien transmite
la senial rio abajo (Whiteway et al., 1989), sin embargo la subunidad Ga tiene un rol
fundamental modulando la intensidad de esta senal.

La RGS de este sistema esta codificada por SST2RGS 10 llamada asf porque cepas sin
una versién funcional de este gen son super-sensibles a feromona (Chan y Otte, 1982),
fenotipo que resulta de la lenta hidrélisis del GTP por Ga. SST2RGS fue el primer RGS
descrito, y desde entonces, se han encontrado varios ortélogos de este gen en eucariotas

8 STE del ingles STErile
9 La funcién de los genes y las protefnas codificadas por los mismos se nota como superindice.
10 9T del ingles Super-SensiTive
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Figura 1.3: Esquema de los componentes e interacciones del sistema de respuesta a feromona
(SRF) en S. cerevisiae. Ante la unién de factor-a (aF) al receptor Ste2CFPCR | éste cataliza el
intercambio de GDP por GTP en G, lo que causa la disociacién de la proteina G heterotrimérica.
El heterodimero Gp~y libre recluta a membrana a la proteina de andamiaje Ste5, junto con los
componentes de una cascada de MAP kinasas, donde Ste20PAX inicia la cascada de fosforilaciones.
Las MAP kinasa fosforiladas Fus3 y Kssl pueden translocarse al nicleo donde activan al factor de
transcripcién Stel2; que induce los genes de respuesta a feromona (PRE en el esquema).

superiores (Dohlman y Thorner, 1997).

El heterodimero Gfv libre transmite la senial uniéndose a tres efectores diferentes.
De hecho, es Ste4d®? quien une a estos efectores usando la superficie que se mantiene
oculta por la interaccién con Gpal®® en el estado basal. Stel85Y ancla el complejo a
la membrana, gracias a grupos lipidicos farnesil y palmitoil unidos covalentemente a su
extremo C-terminal. Los efectores de G~ son la proteina kinasa Ste20PAX | la proteina de
andamiaje Ste5 y el complejo Farl/Cdc24GFF,

Ste20 pertenece a la familia de las proteinas kinasas activadas por p21 (PAK 1), y
fue el primer miembro descrito de esta familia (Lim et al., 1996). En el estado basal,
Ste20PAK estd principalmente inactiva en el citoplasma. Sin embargo, una fraccién menor
se encuentra activa en membrana debido a su interaccién con Cdc42¢, una proteina G

11 PAK del ingles p21-activated protein kinase
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pequena (small G protein) de la familia de GTPasas tipo Rho, que se encuentra asociada
a membrana gracias a un grupo lipidico geranil-geranil unido covalentemente (Moskow
et al., 2000).

Steb es una proteina grande, de 102 KDa, con varios dominios de interaccién con pro-
teinas. La primer funcién descrita para Steb fue la de servir como plataforma de unién para
otros componentes del SRF; por esta funcion se inventé el término proteina de andamiaje
(Herskowitz, 1995). Posteriormente, otras proteinas de andamiaje fueron descritas en mu-
chos eucariotas. Steb contiene un dominio RING-H2 capaz de interactuar con GB~ libre
(Feng et al., 1998; Inouye et al., 1997; Whiteway et al., 1995), lo que causa la translocacién
de Steb desde el citoplasma a la membrana ante la disociacién de la proteina G (Pryciak y
Huntress, 1998). Steb puede unir a los tres componentes de la cascada de MAP kinasas de
esta via: las MAP-kinasas Fus3MAPK y Kgs1MAPK 19 MAP-kinasa-kinasa Ste7MAPKK y 15
MAP-kinasa-kinasa-kinasa Stel1MAPKKK (Chol et al., 1994; Marcus et al., 1994; Printen
y Sprague, 1994). El reclutamiento a membrana de Steb causa la co-localizacién y organi-
zacion de los componentes de la cascada de kinasas en una disposicién adecuada para la
transduccién de la senial (Herskowitz, 1995). En particular, debido a que Ste5 interactia
simultdneamente con Ste4%? y con StelIMAPKKK 13 NJAPKKK se localiza a la membra-
na plasmatica en respuesta a feromona. Esto permite que Ste20PAK fosforile y active a
Stel1MAPKKK "iniciando asf la cascada de fosforilaciones. Una vez activo, Stel1MAPKKK
puede fosforilar a Ste7MAPKK "que a su vez puede fosforilar a Fus3MAPK y Kgs1MAPK,

Las MAPK fosforiladas cerca de la membrana pueden translocarse al nucleo, donde
fosforilan a sustratos como Ste12™, Digl, Dig2 y Farl. Stel12TF es un factor de transcrip-
cién (TF '?) que cuando est4 fosforilado, activo y formando un homodimero, se une al
ADN en secuencias consenso llamadas elemento de respuesta a feromona (PRE %, Harri-
son y DeLisi 2002; Hagen et al. 1991). También puede actuar formando heterodimeros con
Mem1™ 0 Tec1TF, reconociendo elementos compuestos de ADN (Mead et al., 2002; Mad-
hani y Fink, 1997). Ste12TF activo causa la induccién transcripcional de aproximadamente
200 genes. Digl y Dig2 son proteinas que en su estado no fosforilado, unen e inhiben a
Ste12TF. Las fosforilaciones de Digl y Dig2 por Fus3MAPK (o Kss1MAPK)
dad entre Digl/2 y Ste12™F | liberando al factor de transcripcién de su inhibicién (Tedford
et al., 1997).

Uno de los genes inducidos por Stel2TF es FARI. El producto proteico de este gen es
fosforilado por Fus3MAPK (y en menor medida por Kss1MAP K), estabilizando a la proteina y
evitando su degradacién. Farl regula el proceso de apareamiento de varias maneras (Butty
et al., 1998). Por un lado estd involucrado en el arresto del ciclo celular en G1 (START)
inducido por feromona (Chang y Herskowitz, 1990). Es de hecho esta propiedad la que le
da nombre al gen; factor de arresto (FAR '*). Por otro lado, es una proteina de andamiaje
para Cdc24SFF (Butty et al., 1998). Cuando Farl es fosforilado por Fus3MAPK | se exporta
del nicleo (por la exportina Msnb) y se recluta a membrana mediante su interaccién con
Gfy. Esto localiza a Cdc24%FF en membrana, donde puede ejercer su actividad de GEF
sobre Cdc42% (que es una protefna periférica de membrana), catalizando el intercambio
de GDP por GTP. Cdc42C tiene multiples efectores que regulan la polaridad celular y el
citoesqueleto de actina, que en la respuesta a feromona estd involucrado en el crecimiento
polarizado y la formacién del shmoo (Johnson, 1999).

reducen la afini-

12 del ingles transcription factor
13 PRE del ingles Pheromone Response Element
" FAR del ingles Factor ARrest
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La respuesta a feromona estd regulada en multiples niveles por procesos de feedback
positivos y negativos. Algunos ejemplos son la endocitosis y degradacién del receptor
Ste2GPCR (Jenness y Spatrick, 1986; Schnell y Hicke, 2003), la fosforilacién, ubiquitinacién
y degradacién de Sst2RGS (Garrison et al., 1999), la induccién transcripcional de fosfatasas
de Fus3MAPK (como Msg5, Ptp2 y Ptp3, Zhan et al. 1997) y de otros genes involucrados
en la via de transduccién (por ejemplo STE2CGPCR FUSSMAPK " app1Ge v GGTORGS,
Roberts et al. 2000). Todos estos procesos, algunos otros no mencionados y seguramente
muchos mas por descubrir, son modulados por la propia respuesta a feromona. Esto pone en
evidencia el grado de complejidad de las vias de transduccién eucariotas, atin en organismos
supuestamente simples como las levaduras.

Otro mecanismo de retroalimentacién negativa que ocurre en las células MATa es
la secrecién de Barl, una proteasa especifica para factor-a (Sprague y Herskowitz, 1981;
MacKay et al., 1988). La secrecién de esta proteina tiene lugar en células sin estimular, pero
aumenta en respuesta a feromona (Manney, 1983). Barl muestra una alta especificidad
por el factor-a (clivindolo entre la leucina 6 y la lisina 7), y la degradacién de este péptido
es la Unica actividad conocida para esta enzima.

1.6. DoRA: Alineamiento de curvas dosis-respuesta

Las curvas DoR describen la respuesta ante un estimulo. En el contexto de la respuesta
a feromona, el estimulo es la dosis feromona sexual. La respuesta se puede referir a cualquier
paso de la via de transduccién de senal que pueda ser medido.

Al medir curvas DoR a diferentes niveles de la via de transduccién de senal de la
respuesta a feromona, incluyendo ocupacién del receptor, disociacién de la proteina G,
fosforilacién de Fus3MAPK induccién de reporteros transcripcionales y arresto del ciclo
celular, se observé que estas curvas estan muy bien alineadas (Yi et al. 2003; Yu et al.
2008a, figura 1.4). Esto quiere decir que los ECs5p de todos estos pasos de activacién
son practicamente iguales, y que por lo tanto las curvas de transferencia entre pasos
sucesivos son aproximadamente lineales. Este fenémeno de alineamiento de curvas DoR
fue denominado DoRA ° (Yu et al., 2008a).

Se ha reportado alineamiento de curvas DoR en varios sistemas experimentales. Algu-
nos ejemplos son la respuesta a insulina de células del tejido adiposo (Cuatrecasas, 1971),

15 por las siglas en ingles Dose-Response Alignment
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la respuesta a tirotropina en células de la tiroides (Amir et al., 1973) y la respuesta a factor
de crecimiento epidérmico en cultivos celulares de fibroblastos (Knauer et al., 1984).

El alineamiento de las curvas DoR de una via de transduccion de senales no puede ser
atribuido a ningin componente en particular, sino que surge de la interaccién entre los
componentes moleculares del sistema. Por otro lado, puede ser modificado genéticamente
y s6lo puede ser apreciado al realizar estudios cuantitativos. Debido a esto, el fenémeno
de DoRA constituye un ejemplo de fenotipo cuantitativo a nivel de sistema (Yu et al.,
2008b). Ademsds, tiene un importante rol fisioldgico en el mantenimiento de la fidelidad de
la informacién transmitida (Yu et al., 2008a).

El fenémeno de DoRA, aunque aparentemente intuitivo, no es ficilmente explicable
a nivel cuantitativo a partir de las interacciones conocidas del SRF. El gran nimero de
componentes e interacciones no lineales, la existencia de feedbacks negativos y positivos,
y la gran cantidad de niveles de regulacion del sistema sugieren que debe existir un ajuste
fino de los parametros. Otra posibilidad més interesante es que existan mecanismos que
aseguren el alineamiento de las curvas DoR.

Hay evidencias que sugieren la existencia de dichos mecanismos. Como mencionamos
anteriormente, la curva DoR de fosforilacién de Fus3MAPK est4 bien alienada con la ocu-
pacién del receptor. Este alineamiento depende de la actividad kinasa de Fus3MAPK, Para
demostrar esto se utilizaron cepas con un alelo inhibible de FUSSMAPK en el cual se cam-
bi6é un residuo glutamina, involucrado en la formacién del bolsillo de unién del ATP, por
un residuo alanina. Este cambio agranda el sitio de uniéon de manera de poder unir a un
andalogo estructural de purinas (1-NM-PP1), que puede actuar como inhibidor al competir
con el ATP por el sitio de unién (Bishop et al., 2000). Se llamé a este alelo fus3-as2, debido
a que es sensible a analogos estructurales de purinas '°.

Al inhibir especificamente la actividad kinasa de Fus3MAPK de este modo, se observé
un corrimiento de la curva de fosforilacién de Fus3MAPK por Ste7MAPKK " disminuyendo el
EC50 de la misma (Yu et al. 2008a, figura 1.5a). Esto muestra que la actividad kinasas de
Fus3MAPK eg necesaria para que haya DoRA a nivel de su propia fosforilacién.

Por otro lado, en el mismo trabajo se describié que tanto la disociacién de la proteina
G como el reclutamiento a membrana de Steb alcanzan su maximo alrededor de un minuto
después de la estimulacién con feromona saturante y que, posteriormente, decaen lenta-
mente. Al inhibir la actividad kinasa de Fus3MAPK 1a fase de decaida del reclutamiento
de Steb a membrana desaparece, sin afectarse la dindmica de disociacién de la proteina G
(Yu et al. 2008a, figura 1.5b y 1.5¢). Esto muestra la existencia de un feedback negativo
dependiente de Fus3MAPK  que actda rio abajo de la disociacién de la proteina G y rio
arriba del reclutamiento a membrana de Ste5. A su vez, esto sugiere que este feedback
negativo podria ser el responsable del fenémeno de DoRA a nivel de la fosforilacion de
Fus3MAPK (Yu et al., 2008a).

Durante mi tesis de grado (Bush, 2009) medimos nuevamente la curva DoR trans-
cripcional de Ppgrps1-CFP, encontrando que no parece estar tan bien alineada con la de
ocupacion del receptor como habia sido reportado (Yi et al. 2003; Yu et al. 2008a, com-
parar figura 1.6 con 1.4). Esto se puede deber a varios motivos. En primer lugar existe
cierta variabilidad en los valores de K C%'R reportados (curvas grises en la figura 1.6). Co-
mo se puede observar, el ECsg de Ppry1-CFP cae dentro del rango de valores de K C%’R
publicados para este sistema, aunque relativamente lejos del promedio de dichos valores

16 as del ingles analog sensitive; el 2 hace referencia a que se substituyé el residuo “guardisn” del bolsillo
de unién de ATP por alanina; la sustitucién por glicina se designa como asI.
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Figura 1.5: Efecto de inhibir la actividad kinasa de Fus3MAPK (adaptado de Yu et al. 2008a). a)
Curva DoR de fosforilacién de Fus3MAPK por factor-a en ausencia (puntos negros) o presencia de
un inhibidor especifico de Fus3MAPK (puntos verdes). b) Reclutamiento a membrana de Ste5 ante
una dosis saturante de factor-o en ausencia (puntos negra) o presencia de inhibidor (cuadrados
azules). c) Perdida de FRET entre Gpal®® y Ste4%# fusionados a CFP y YFP respectivamente. Al
tiempo cero se estimuld con factor-« saturante en ausencia (puntos negra) o presencia de inhibidor
(cuadrados violetas).

(curva azul vs. curva negra en la figura 1.6).

Por otro lado, en nuestras manos también observamos cierta variabilidad en el valor
de ECjyg de la respuesta transcripcional, comparable a la variabilidad de K dL'R observada
entre publicaciones. Esta variabilidad puede deberse a varios motivos: diferencias en la
calidad de los batch de factor-a utilizados y en la preparacién de las diluciones seriadas,
variaciones en el estado del cultivo celular utilizado en el experimento, pequenas diferen-
cias en el pH y salinidad del medio utilizado (Blumer y Thorner, 1990), y otras fuentes
de variabilidad. Aunque tomamos recaudos para disminuir estas fuentes de variabilidad
(ver métodos 5.5.1), es muy dificil eliminarlas completamente. Por lo tanto, para poder
determinar si dos curvas DoR estan o no alineadas, es deseable medirlas el mismo dia, con
la misma preparacién de feromona y de ser posible en las mismas células, de manera de
independizarse de estas fuentes de variabilidad.

Durante mi tesis de grado también desarrollamos una técnica de medicién de reclu-
tamiento a membrana de Steb, que se basa en el método utilizado por Yu et al. 2008a.
Ademds de mejorar la precisién de la medicién, esta técnica permite tener una medida
cuantitativa que reporta la fraccion absoluta de moléculas de Steb en membrana, y no una
medida relativa expresada en unidades arbitrarias. Los detalles de esta técnica se pueden
encontrar en el capitulo de métodos (seccién 5.9, Bush y Colman-Lerner 2013; Bush 2009).
Usando esta técnica pudimos medir la curva DoR de reclutamiento a membrana de Steb,
inhibiendo o no la actividad de Fus3MAPK (figura 1.6).

Notablemente, observamos que la curva DoR de reclutamiento a membrana de Sted
(sin inhibir a Fus3MAPK) se encuentra desplazada a la izquierda con respecto a la de in-
duccién transcripcional y todas las curvas publicadas de ocupacién de receptor (es decir
que tiene un menor ECjyg, figura 1.6). Esto sugiere que la curva de reclutamiento a mem-
brana de Steb estd parcialmente desalineada con respecto a la ocupacién del receptor y la
transcripcion. Sin embargo, hay que tener en cuenta las salvedades antes mencionadas a
la hora de comprar curvas DoR. En este caso particular, también hay que tener en cuen-
ta que medimos la curva DoR de Steb a los 5 minutos de la respuesta, mientras que la
curva de Ppgrys1-CFP muestra la transcripcion acumulada durante méas de una hora de
estimulacién.
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Figura 1.6: Curvas dosis respuesta de diferentes pasos de la respuesta a feromona, normaliza-
das a sus respectivos méximos. Las curvas grises corresponden a la ocupacién tedrica del receptor
calculada segun las constantes de equilibrio K dL'R publicadas para la asociacién entre el factor-
a y Ste2SFCR (tabla de la derecha y YeastPheromoneModel.org). La curva negra corresponde
al promedio de dichos valores (KX # = 5.4nm). Los circulos rojos corresponden al reclutamien-
to a membrana de YFP-Ste5 en presencia de un inhibidor especifico de Fus3MAPK (RY2013b,
ECsp = 0.34nM). Los tridngulos verdes corresponden al reclutamiento de YFP-Steb en ausencia
de dicho inhibidor (RY2013b, EC5o = 0.39nM). Los cuadrados azules corresponden a la induccién
transcripcional de Pprasi-CFP (TCY3127, EC5p = 1.2nM).

También podemos observar que inhibir el feedback negativo de Fus3MAPK no cambia
la sensibilidad de la curva DoR de reclutamiento de Steb (curva verde vs. curva roja en la
figura 1.6), aunque si cambia la dindmica de reclutamiento (figura 1.5b). Este resultado es
inesperado, ya que es muy diferente a lo observado a nivel de la fosforilacién de Fus3MAPK
(figura 1.5a).

Estos resultados abren nuevas preguntas en cuanto al fenémeno de DoRA. Por un lado
el corrimiento de la curva de reclutamiento de Steb, de confirmarse, indicaria que no todos
los pasos estan alineados. Esto, a su vez, abre nuevos interrogantes sobre el mecanismo
responsable de este corrimiento y las posibles consecuencias en la transmisién de la senal.
Por otro lado, es interesante que inhibir a Fus3MAPK no cause un corrimiento de la curva
DoR de Steb; sugiere que el alineamiento a nivel de la fosforilacién de Fus3MAPK no
depende del feedback negativo originado en esta kinasa (que actia rio arriba de Ste5). Por
lo tanto, esto abre el interrogante de qué mecanismos mantienen DoRA rio arriba de Ste5.
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1.7. Objetivos generales y estructura de la tesis

El objetivo general de esta tesis es hacer una caracterizacién cuantitativa de la res-
puesta temprana a feromona en levaduras. Por un lado buscamos determinar el grado de
alineamiento que existe entre las curvas DoR de los primeros pasos de la respuesta. Por
otro lado nos interesa obtener mediciones confiables de diferentes parametros biofisicos
del sistema, que puedan ser utilizados en esfuerzos de modelado. Pero lo que més nos in-
teresa es entender los mecanismos moleculares responsables de mantener la fidelidad de la
senal transducida. En particular, buscamos entender los mecanismos que usa la célula para
mantener el alineamiento de las curvas DoR cuando esto sucede, y los motivos por los que
algunos pasos (como parece ser en el reclutamiento a membrana de Ste5) no mantienen
dicho alineamiento.

La tesis se centra en el estudio de dos interacciones entre componentes del sistema: la
interaccién entre la proteina G y el receptor, y la interaccién entre la proteina de andamiaje
Steb y la proteina G.

Cada interaccién corresponde a un capitulo independiente. Cada uno de estos capitulos
contiene una introduccién, donde expandimos sobre los temas tratados y detallamos los
objetivos especificos, una seccién de resultados y una discusiéon de los mismos. En el
capitulo de conclusiones repasamos los principales resultados obtenidos, haciendo hincapié
en su relevancia y aporte al estado actual del conocimiento. La seccién de métodos es
comtun a toda la tesis y estd pensada como material de referencia. Sin embargo, cuenta
con la descripciones de algunos métodos novedosos (desarrollados durante la tesis) que
pueden ser de interés.



2. SOBRE EL ACOPLAMIENTO ENTRE EL RECEPTOR Y LA
PROTEINA G

2.1. Introduccion

2.1.1. Modelos de interaccion entre receptor y proteina G

La hipétesis de que los receptores pueden interactuar con componentes en la membrana
plasmatica fue postulada por primera vez por Cuatrecasas, en la llamada hipdtesis del
receptor mévil * (Cuatrecasas, 1974; Jacobs y Cuatrecasas, 1976). Esta hipétesis postulaba
que los receptores pueden difundir lateralmente en la membrana plasmatica asocidndose
a efectores, y que dicha asociacién era capaz de modificar propiedades del receptor, como
su afinidad por los ligandos.

Unos afios més tarde se desarrollé el modelo del complejo ternario (TCM 2, DeLean
et al. 1980). Este modelo es formalmente equivalente al modelo propuesto por Cuatrecasas,
con la salvedad de que el componente al cual se asocia el receptor no es el efector, sino otro
componente al que llamaron X. En este modelo, es el complejo ternario HRX (formado
entre la hormona H, el receptor R y el compuesto X) el encargado de activar al efector E
(figura 2.1a). Usando datos de unién de diferentes agonistas y antagonistas del receptor
[B-adrenérgico de eritrocitos de rana, los autores mostraron que el modelo del complejo
ternario logra un mejor ajuste a estos datos que modelos alternativos (e.g. modelos de dos
sitios de unién independientes o de conversién alostérica, DeLean et al. 1980).

a . b Kon ©
HR + X E {octive) &
//m Uf,m,w]\ LRG - N LR
off
H+R+X thigh affinity) HRX [ nucleotide [L] klc;hRG kg?G G [L]k;'nR klgﬁR
K / i //
H+ RX E (ingctive) RG < R G R
(precoupied) Kot

Figura 2.1: a) Modelo del complejo ternario (TCM) introducido por DeLean et al. 1980. Un
receptor R se puede unir a una hormona H y a un componente citoplasmatico X, o a ambos. La
asociacién del componente X cambia la afinidad del receptor por la hormona. El complejo ternario
HRX activa a un efector E. b) Modelo de complejo ternario, donde se introduce la notacién y los
parametros cinéticos que se usardn durante este capitulo.

Experimentos realizados con andlogos no hidrolizables de nucleétidos de guanina (GTP-
~S), mostraron que el componente X era capaz de unir GDP y GTP, por lo que se lo
comenzo a llamar proteina G.

Por consistencia con las siguientes secciones vamos a usar el esquema de la figura
2.1b para representar el modelo de complejo ternario, donde reemplazamos a X por G,

L Mobile Receptor Hypothesis
2 Ternary Complex Model

16
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T Figura 2.2: Esquema del ciclo de acti-
GEE Ga vacién de la proteina G. Se representan la

proteina G heterotrimérica unida a GDP

(Gc[v)ﬂv)’ la subunidad Gov unida a GTP (GY)

o a GDP (GP) y GBy (Ggsy, en gris). El

D intercambio de nucledtidos estimulado por
GGBV GEF | | GAP la actividad GEF del receptor se represen-
ta por flechas verdes. La hidrdlisis de GTP

estimulada por la actividad GAP de la RGS

se muestra con una flecha roja. Las flechas

naranjas muestran el equilibrio de asociacion

GE entre Ga unido a GDP y Gj~.

y a la hormona H por un ligando genérico L. En este esquema se muestra un receptor
R que puede unirse al ligando L con una tasa k2F y despegarse con una tasa de kff?
Por otro lado, R puede acoplarse a la proteina G con tasa k‘ﬁG y desacoplarse a k‘ff?
El complejo RG también puede unir ligando a una tasa k¢ y despegarse a k:f];?G.
Finalmente un receptor unido a ligando LR puede acoplarse a la proteina G a una tasa
ELRE-G v desacoplarse a kff}’G, cerrando el ciclo.

Modelos posteriores de senializacién por GPCR incorporaron diferentes estados posibles
para la proteina G y las transiciones entre dichos estados (Biddlecome y Ross, 1996; Shea
et al., 2000; Turcotte et al., 2008). Algunos modelos, notablemente aquellos basados en
la respuesta a feromona de levaduras, consideran a los receptores ocupados por ligando
como activadores cataliticos de la proteina G, sin considerar explicitamente el complejo
RG (Hao et al., 2003; Yi et al., 2003; Yildirim et al., 2004). Esta diferencia entre los
modelos en cuanto a la forma en que el receptor activa a la proteina G refleja dos visiones
de los sistemas de GPCRs. En una hay un pre-acoplamiento entre R y G, mientras que
en la otra hay acoplamiento por colision (Lauffenburger y Linderman, 1993). En otras
palabras, el sistema puede funcionar por formacion de complejo ternario o activacion
catalitica (Roberts y Waelbroeck, 2004). Pese a que estos dos escenarios o regimenes de
funcionamiento fueron postulados hace varias décadas (Tolkovsky y Levitzki, 1978), atin
hoy no existe consenso sobre el modo de accién de los GPCRs en este respecto. Es posible
que diferentes sistemas trabajen en diferentes regimenes.

En la figura 2.2 se muestra un esquema del ciclo de activacién de la proteina G hete-
rotrimérica, como suele ser considerado en los modelos de activacién catalitica (Yildirim
et al., 2004). EI receptor activado ejerce su actividad GEF ? sobre el heterotrimero GQDIB7
(el superindice D indica que Ga estd unido a GDP), produciendo el intercambio de GDP
por GTP en Ga, con la consecuente perdida de afinidad de Ga por Gf37, lo que causa la
disociacion de las subunidades.

G (Ga unido a GTP) puede hidrolizar el fosfato v del GTP regresando asi a su
estado Gg . Esta hidrdlisis es bastante lenta per se, pero su velocidad es aumentada en

3 Guanine nucleotide Exchange Factor
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presencia de proteinas RGS (Berman et al., 1996; Hunt et al., 1996; Watson et al., 1996;
Apanovitch et al., 1998). Las RGS tienen actividad GAP *, es decir que aumentan la tasa
de hidrélisis de Ge, estabilizando el estado de transicion. Una vez en el estado G2 se
recupera la afinidad por Gf3~, reconstituyendo asi el heterotrimero y cerrando el ciclo. El
receptor activo también puede actuar sobre G2 libre (no asociada a G37), intercambiando
el nucleétido GDP por GTP, regresando al estado G (flecha verde en sentido anti-horario
en la figura 2.2). Esta dltima reaccién no suele ser considerada en los modelos del sistema.

2.1.2. ;Qué determina la respuesta? Fraccion vs. cantidad de receptores
ocupados

Todos los modelos de GPCRs elaboran sobre la teoria clasica de receptores, presentada
en la seccién 1.1 y resumida por la ecuacién 1.3. Estos modelos heredan de dicha teoria
un supuesto fundamental; que la respuesta depende del nimero de complejos agonista-
receptor formados. Una consecuencia de este supuesto es que cambios en la cantidad total
de receptor (Rt en la ecuacién 1.3), necesariamente producen cambios cuantitativos en
las curva DoR, modificando la amplitud, el EC5y 0o ambos (Black y Leff, 1983).

Sin embargo, mediciones cuantitativas de la via de respuesta a feromona muestran que
el sistema es robusto a cambios en la cantidad total de receptores:

(1) Sobre-expresar 10 veces la cantidad normal de receptor resulta en una variacién en la
eficiencia de apareamiento menor al 30 % (Blumer et al., 1988a; Konopka y Jenness,
1991).

(2) Ensayos de halo ° muestran que sobre-expresar entre 6 y 15 veces al receptor tiene
efectos despreciables en el arresto del ciclo celular inducido por feromona (Konopka
et al., 1988; Blumer et al., 1988a; Konopka y Jenness, 1991; Shah y Marsh, 1996).

(3) Células con tan solo el 10 % de la cantidad normal de receptores tienen una sensi-
bilidad normal a arresto inducido por feromona, y unicamente se observa una dis-
minucién en esta sensibilidad en células cuando hay menos del 5% de la cantidad
normal de receptores (Shah y Marsh, 1996).

(4) Curvas DoR de induccién del gen reportero LacZ bajo control del promotor inducible
por feromona de FUSI muestran que sobre-expresar dos veces a Ste2GPCR produ-
ce una disminucién pequena (13 % de la amplitud, Leavitt et al. 1999) o ninguna
modificacién en la respuesta (Hao et al., 2003).

(5) Células con tan solo el 20 % de la cantidad normal de receptores producen una curva
DoR de Ppysi-LacZ casi idénticas a células wt (Gehret et al., 2012).

(6) Durante los primeros 20 minutos de la respuesta a feromona, la cantidad de recepto-
res disponibles en la membrana plasmética disminuye a aproximadamente la mitad
de la cantidad original, luego de lo cual aumenta lentamente hasta alcanzar (y des-
pués sobrepasar) los niveles originales una hora después (Jenness y Spatrick, 1986).
Durante esta ventana de tiempo la tasa de transcripcién de un gen reportero de
la respuesta a feromona se mantiene virtualmente constante (Colman-Lerner et al.,
2005).

4 GTPase activating proteins
5 El ensayo de halo es una forma de medir la sensibilidad a feromona en base a la inhibicién del creci-
miento producido.
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Tomadas de manera conjunta, estas observaciones muestran que, en oposicion a lo
esperado basado en la teoria cldsica de receptores, grandes cambios en la abundancia de
receptores tienen poco o ningun efecto en la respuesta a feromona de levaduras. Pese a
que estas observaciones fueron realizadas por varios autores de manera independiente,
ninguno enfocd su trabajo en las mismas. Para nosotros, estas observaciones son notables,
ya que implican que este sistema de senalizacién es robusto a cambios en la cantidad de
receptores.

Para ejemplificar, consideremos dos células expuestas a una dosis de factor-a de 5nm
(numéricamente igual a K U’l:'R), una con 1000 receptores y otra con 2000 receptores totales.
Segun los resultados mencionados, ambas responderan con la misma intensidad. En estas
condiciones la primer célula tendra 500 receptores ocupados mientras que la segunda tendra
1000 receptores unidos a ligando. Es decir que el sistema no responde a la cantidad sino
a la fraccion de receptores ocupados, que en ambos casos es 1/2. En adelante usaremos
como equivalentes los conceptos de “robustez a cantidad total de receptores” y “respuesta
determinada por la fracciéon de receptores ocupados”.

Si consideramos la cantidad de G~ libre como el efecto medido, podemos expresar
la nocién de “medicion de la fraccion de receptores ocupados” por la ecuacién 2.1, donde
R0t v Gior son las cantidades totales de receptor y proteina G, respectivamente.

Gﬁ’yfvf(RL) (2.1)

Gtot Rtot

Una manera en que las células pueden computar la fracciéon de receptores ocupados,
de manera de distinguir ocupacién completa de 1000 receptores, de 50 % de ocupacién de
2000 receptores, es si los receptores ocupados promueven la senalizacién mientras que los
receptores desocupados la inhiben activamente (Brent, 2009).

Como se mencioné en la seccién 1.6, existe un muy buen alineamiento entre las curvas
DoR a nivel de ocupacién del receptor y activacién de la proteina G (Yi et al., 2003). En
otras palabras, hay una funciéon de transferencia lineal entre estos dos pasos. Mds atn,
en una condicién de feromona saturante virtualmente toda la proteina G estd disociada
(capitulo 3 y Bush y Colman-Lerner 2013). En consecuencia, todas la proteinas G se
disocian cuando todos los receptores se ocupan. Por lo tanto la funcién de transferencia
de la ecuacién 2.1 no sélo es lineal, sino es la identidad (f(z) = z). En adelante nos
referiremos a esta situacion como DoRA robusto a la cantidad de receptores.

Cabe notar que el fendmenos de DoRA no implica robustez a la cantidad de receptores.
Un sistema de transduccién de senales puede tener la curva de ocupacion del receptor
alineada con la curva DoR de pasos rio abajo, unicamente a abundancias normales del
receptor. En este caso células con cantidades wt de receptor mostraran DoRA, mientras
que células que sobre o sub-expresen el receptor mostraran corrimientos entre sus curvas

DoR.

2.1.3. Las proteinas RGS interactuan fisicamente con los GPCR

Una caracteristica interesante de los GPCRs es que interactian con las RGS que re-
gulan a las mismas proteinas G. Estas interacciones se pueden dar de manera directa, o
indirecta por diversos tipos de proteinas de andamiaje (Neitzel y Hepler, 2006). Se cree
que estas interacciones estan relacionadas con la especificidad de las RGS, ya que si estan
fisicamente asociadas a los receptores, también estaran en la proximidad de las proteinas
G a las que regulan.
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Sst2RGS | la proteina RGS de este sistema, fue el primer miembro de la familia en
ser descrito (Dohlman et al., 1995; Apanovitch et al., 1998). Como otras RGS, Sst2RGS
se acopla fisicamente con el extremo C-terminal del receptor Ste26PCR. Esta interaccién
se da gracias a los dos dominios DEP de Sst2RGS| y es inhibida por la fosforilacién del
extremo C-terminal de Ste2GPCR por las kinasas Yck1 y Yck2 (Hicke et al., 1998; Ballon
et al., 2006).

En S. cerevisiae existen s6lo dos genes que codifican para subunidades « de proteinas
G; GPA1 que codifica para Ga de la respuesta a feromona, y GPA2 que codifica para una
Ga que no forma una protefna G candnica, ni esté involucrada en la respuesta a feromona
(Harashima y Heitman, 2002). Por lo tanto, la interpretacién de que el rol de la interaccién
entre Sst2RGS v Ste2GPCR o5 asegurar especificidad en la accién de la RGS, no parece ser
del todo satisfactoria en este caso particular.

Es interesante notar que un complejo molecular que contiene a un receptor ocupado
por agonista y una RGS va a tener actividades antagénicas; por un lado activando a la
proteina G (actividad GEF del receptor) e inactivdndola por el otro (actividad GAP de
la RGS). Se usa el término de enzimas paraddjicas para referirse a aquellas enzimas que
tienen actividades antagodnicas catalizadas por diferentes sitios activos dentro de la misma
proteina (Hart et al., 2012). Extendiendo este término podemos referirnos a complejos
paraddjicos, como el formado entre un GPCR y su RGS. Notablemente, se ha reportado que
las enzimas paraddjicas pueden producir relaciones entrada-salida robustas a la abundancia
de los componentes (Russo y Silhavy, 1993; Shinar et al., 2007; Hart y Alon, 2013).

2.1.4. Objetivos especificos

Las observaciones discutidas sugieren fuertemente que la respuesta a feromona es ro-
busta a variaciones en la cantidad de receptor. Por otro lado, indican que la funcién de
transferencia entre ocupacién del receptor y disociacién de la proteina G, expresado en
términos de activaciones fraccionales, es la identidad. Esto significa que el sistema muestra
DoRA y robustez a la cantidad de receptores, dos comportamiento a nivel de sistema.

El hecho de que la respuesta a feromona en general, y la disociacion de la proteina G en
particular, sean independientes a la abundancia total de receptores nos resulté intrigante.
Decidimos verificar esta observacién y estudiar el mecanismo molecular responsable de esta
robustez. Especificamente, nos enfocamos en la interacciéon entre el receptor y la proteina
G, y el rol que cumple la proteina RGS.

Por lo tanto, los objetivos especificos de este capitulo son:

1) Verificar experimentalmente la robustez de la respuesta a feromona a la cantidad de
receptores totales.

2) Desarrollar un modelo del acoplamiento entre el receptor y la proteina G que permita
explicar las propiedades del sistema; robustez a cantidad de receptores y respuesta
fraccional equivalente a la fraccion de receptores ocupados.

3) Poner a prueba las predicciones del modelo.
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2.2. La respuesta a feromona es robusta a la cantidad de receptores

Como se mencioné en la seccion 2.1.2, en la literatura hay varios trabajos que reportan
no haber observado diferencias en la respuesta a feromona al cambiar la cantidad de
receptores (Konopka et al., 1988; Blumer et al., 1988b; Reneke et al., 1988; Shah y Marsh,
1996; Leavitt et al., 1999; Gehret et al., 2012). Decidimos verificar estas observaciones
y corroborar que la respuesta a feromona fuera robusta a variaciones en la cantidad de
receptor.

2.2.1. Construimos cepas con diferentes abundancias de receptores

En una cepa con el reportero de la respuesta a feromona Ppgrysi-YFP y el reportero de
expresion constitutiva Pacopi-CFP (TCY3154 Colman-Lerner et al. 2005), cambiamos el
promotor de STE2SPCR por el del gen GALI, obteniendo la cepa YAB3930 (ver detalles
en métodos 5.3.5). De esta manera, al crecer estas cepas en un medio SC-GalRaf (medio
sintético completo con galactosa y rafinosa como fuentes de carbono), esperamos una
sobre-expresién del receptor Ste2GPCR,

Para verificar que la modificacién genética descrita efectivamente resulte en un cambio
en la cantidad total de receptores, realizamos un ensayo para determinar la abundancia
de sitios de unién del factor-a. Usamos un analogo fluorescente de la feromona que se
une de manera especifica a Ste26P“R (Bajaj et al., 2004; Toshima et al., 2006). Para
evitar la internalizacién del receptor y la sintesis de receptores nuevos que complican la
interpretacion de los datos, pre-tratamos a las células con los inhibidores del metabolismo
energético azida de sodio y fluoruro de sodio (NaN3 y NaF, ver Jenness y Spatrick 1986).
Los pormenores del procedimiento se detallan en la seccién de métodos 5.5.4.

Como se puede ver en la figura 2.3, las células con el promotor de STE2SPCR reempla-
zado por el de GAL1 (Pgar1-STE2SPCR YAB3930), crecidas en medio SC-Glu (medio
sintético completo con glucosa como fuente de carbono), tienen mucha menos fluorescen-
cia en membrana después de la incubacién con feromona fluorescente que las cepas wt
(TCY3154). Esto es consistente con la represion transcripcional del promotor de GALI
en estas condiciones. De hecho, en estas condiciones los niveles de fluorescencia no son
significativamente diferentes del background medido en una cepa Aste2SPCR (TCY3002,
p-valor = 0.07 segin prueba t de Student).

Al crecer las células en medio SC-GalRaf, la cantidad de feromona fluorescente que
se une a las células Pgari-STE2GPCR (YAB3930) aumenté significativamente, a niveles
1.44 £0.11 (media = SEM) veces mayores que los obtenidos en células wt crecidas en SC-
Glu (figura 2.3). Notablemente, las células wt (TCY3154) crecidas en SC-GalRaf unieron
tan solo el 2742 % de la feromona fluorescente que las mismas células crecidas en SC-Glu.

Estos resultados muestran que la cantidad de Ste2GPCR presente en la membrana
plasmética de células YAB3930 (Pgari-STE2SPCR) crecidas en SC-GalRaf, es 5.3 £ 0.6
veces mayor la cantidad presente en células TCY3154 (STE2GYCR wt) crecidas en las
mismas condiciones.

En la figura 2.4a se muestra la capacidad de unir feromona fluorescente de todas las
cepas utilizadas en este capitulo. La relevancia de las cepas Asst2RGS, hsRGS4-CFP y
STES5-YFPx 38 se discutird en las siguientes secciones. Es interesante hacer las siguientes
observaciones: (1) La cepa TCY3002 (Aste2GPCR Ppry-YFP, figura 2.4b) determina el
background de fluorescencia, dado por la unién inespecifica de la feromona fluorescente, la
autofluorescencia de las células y la transcripcién basal del reportero Pprpsi-YFP. En es-
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a Figura 2.3: a) Abundancia de receptores en
204 EeWT diferentes cepas y condiciones. Células wt (ce-
PGALl_STE2 A pa TCY3154, barras grises, circulos) v Pgari-

—A— STE2GPCR  (cepa YAB3930, barras blancas,

tridngulos), fueron crecidas en SC-Glu o SC-

1.57 A GalRaf e incubadas con factor-a fluorescente en

R medio inhibidor (ver seccién 5.5.4). Cuantifica-

A‘ mos la fluorescencia asociada a membrana, co-

rrigiendo por el background medido en células
Aste29PCR (TCY3002). Cada punto representa
el promedio de una imagen independiente (N, >
150), tomada de entre tres réplicas biolégicas. Las
barras y barras de error representan el promedio
y el intervalo de confianza del 95% (ICys5) de la
media entre estos puntos. La posicién en z de los
puntos fue modificada para evitar overplotting.
b) Imdgenes representativas de células en el ca-
Glu GalRaf nal de YFP usado para observar fluorescencia del
factor-a fluorescente. El brillo y contraste fueron
ajustados para la version impresa.

Fluorescencia de membrana normalizada

Glu

GalRaf

WT P, ,STE2 Aste?

te ensayo los valores de background resultaron practicamente iguales para ambos medios.
(11) Las cepas con STE2SPCR 4t (ACL379, ACL394, YAB5303, YAB5352 ¢ YPP3663)
muestran mayor niveles de Ste26PCR cuando son crecidas en SC-Glu que en SC-GalRaf.
(111) Las cepas con Pgar1-STE2STCR (YAB5302, YAB5313, YAB5353 e YAB5372) mues-
tran altos niveles de unién de feromona fluorescente en SC-GalRaf, pero comparable con
el background en SC-Glu. Estas observaciones son consistentes con lo visto (figura 2.3).

Por otro lado, medimos la induccién transcripcional del gen reportero Pprpsi-YFP
(figura 2.4c) ante dosis saturantes de factor-a normal (no fluorescente) para cada cepa. En
base a estos datos podemos hacer las siguientes observaciones: (1) Al igual que antes la cepa
TCY3002 (Aste2SYCR Pppysi-YFP) determina el background de la sefial. (11) Las cepas
con Pppyr1-YFP y STE2GPCR wi (ACL394, YAB5303 e YAB5352) muestran aumento de
YFP en ambos medios. (111) Las cepas con Pprai-YFP y Paap1-STE2GPCR (YAB5302,
YAB5313 e YAB5353) solo muestran aumento de YFP cuando son crecidas en SC-GalRaf.

Finalmente, medimos la respuesta morfoldgica de estas mismas cepas estimuladas por
dos horas con feromona saturante (figura 2.4d), notando que: (1) Ninguna célula de la
cepa TCY3002 (Aste26PCR. Pprasi-YEP) muestra cambio morfolégico. (11) Las cepas
con STE2GPCR it (ACL379, ACL394, YAB5303, YAB5352 e YPP36620) muestran un
alto porcentaje de células con morfologias shmoo o penaut en ambos medios. (111) Las
cepas con Pgar1-STE2GPCR (YAB5302, YAB5313, YAB5353 e YAB5372) solo muestran
morfologias de respuesta a feromona en medio SC-GalRaf.

Tomados en conjunto, estos resultados muestran que contamos con un sistema genético
que nos permite modular la cantidad de receptores en membrana de una manera confiable.
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Figura 2.4: a) Nivel de expresion de Ste2“PCR. Las cepas indicadas fueron crecidas en SC-Glu (barras azules, tridngulos) o SC-GalRaf (barras rojas, circulos),
incubadas con NaF 10mM y 100png/ml de cicloheximida para inhibir el metabolismo energético y la traduccién de proteinas, y expuestas a 80nM de feromona
fluorescente marcada con HiLyte488 por 5 horas. La fluorescencia total en el canal de YFP, que tiene filtros adecuados para el fluoréforo HyLyte488, fue cuantificada.
Los puntos corresponden a la intensidad promedio de las células de una foto (V. > 150), las barras y barras de error representan la media y el ICg5 de la media entre
dichos puntos. b) Caracteristicas genéticas de cada cepa (ver tabla 5.10). ¢) Respuesta transcripcional a factor-a. Las cepas indicadas fueron crecidas en SC-Glu (barras
azules, tridngulos) o SC-GalRaf (barras rojas, circulos). La fluorescencia en el canal de YFP fue medido en células sin estimular (puntos a la izquierda de cada barra)
y en células estimuladas con factor-a: 1 pM por 2 horas (puntos a la derecha de cada barra). Las flechas grises dentro de las barras indican cambios significativos entre
estos puntos (modelo lineal de efectos fijos). Los puntos son el promedio de fotos independientes, cada una con N, > 200. Las barras de error representan el ICqs; de la
media. d) Respuesta morfolégica a factor-a. Mismas células y condiciones que en c. Se muestran imdgenes de campo claro levemente fuera de foco para aumentar el
contraste, como son requeridas por nuestro software Cell-ID. Se indica el porcentaje de células mostrando una respuesta a feromona evidente (ya sea shmoo o penaut).

N, = 100 imégenes recortadas de células, por cada cepa y condicién, fueron presentadas en orden aleatorio para evitar cualquier sesgo en la clasificacién manual. En
todos los casos el error estdndar es menor al 5 %.
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2.2.2. La respuesta transcripcional y morfolégica es robusta a la canti-
dad de receptores.

A continuacién, medimos la curva DoR transcripcional de YFP inducida por el pro-
motor sensible a feromona de PRM1 (Pprayi-YFP), en cepas con STE2GPCR 4t o con
Paar1-STE2CGPCR  ambas crecidas en SC-GalRaf. Encontramos que la respuesta de ambas
cepas son practicamente iguales, pese que una tiene 5 veces mas receptores que la otra
(figura 2.5a y 2.5Db).

Las cepas TCY3154 y YAB3930 usadas en la figura 2.5a contienen el reportero de
expresion constitutiva Pacpi1-CFP. Como dicho reportero no era esencial para nuestros
objetivos y necesitdbamos liberar el canal de la CFP para otros fines (ver seccién 2.4.1),
construimos la cepa YAB5302 (Pgar1-STE2 GPCR) a partir de la cepa ACL394. Esta cepa
contiene al reportero de respuesta a feromona Pprpsi-YFP, pero no el reportero cons-
titutivo Pacr1-CFP (ver tabla 5.10). Al repetir el mismo experimento en estas cepas,
encontramos resultados muy similares, aunque con una pequeiia pero reproducible dife-
rencia en la amplitud de la respuesta (figura 2.5¢). Esto es consistente con la pequena
reduccién en la amplitud ante la sobre-expresién de Ste2SPCR que se puede observar en
otros trabajos (Leavitt et al., 1999; Gehret et al., 2012). Cabe destacar que la diferencia
observada es opuesta a la esperada por la teoria clasica de receptores, ya que un aumento
en la cantidad de receptores produce una disminucién de la respuesta.

Para hacer una prueba mas rigurosa de la robustez a la cantidad de receptor en el
SRF, decidimos repetir el experimento en condiciones de menor variabilidad de la res-
puesta. Para ello, inhibimos quimicamente a la kinasa dependiente de ciclinas (CDK ),
Cdc28¢PK  usando un andlogo estructural de ATP (1-NM-PP1), en cepas con el alelo sen-
sibilizado cdc28-as2 (Bishop et al., 2000). En estas condiciones, la variabilidad observada
en la respuesta a feromona disminuye significativamente (Colman-Lerner et al., 2005).
Sin embargo, observamos curvas DoR transcripcionales casi idénticas entre cepas wt para
STE2CPCR v cepas con Pgar1-STE2CGPCR (figura 2.5d).

Como una segunda medida de la respuesta de las células, cuantificamos el cambio
morfoldogico inducido a cada dosis de feromona. Para evitar cualquier sesgo desarrollamos
un método que permite clasificar manualmente las morfologias sin tener claves sobre la
cepa y condiciones de cada célula (ver seccién 5.10.4). La proporcién de células mostrando
morfologia vegetativa, penaut y shmoo a cada dosis de factor-a, fue extremadamente
similar entre ambas cepas (figura 2.6).

Estos resultados confirman reportes previos que mostraban que la respuesta a feromona

en levaduras es robusta a aumentos y disminuciones significativos en la abundancia de
Ste2GPCR

5 Cyclin-dependent kinase
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Figura 2.5: a) Curva DoR transcripcional de YFP, bajo control del promotor sensible a factor-«
de PRM1. Células wt (TCY3154, lineas sélidas, circulos) y Pgar1-STE2SPCR (YAB3930, lineas
punteadas, tridngulos) fueron crecidas en SC-GalRaf, estimuladas con las dosis indicadas de factor-
a por dos horas a 30°C y fotografiadas en el microscopio de fluorescencia. Cada punto es el promedio
de tres réplicas bioldgicas independientes, cada una con N, = 200. Las barras de error representan el
1Cy5 de la media. La posicién en = de los puntos esta desplazada levemente para evitar overplotting.
b) Imégenes representativas de las células en a, en el canal de YFP. ¢) Mismo experimento que en
a, pero utilizando las cepas ACL394 (WT STE2GPCR  linea sélida, circulos) y YAB5302 (Pgar:-
STE2GPCR linea punteada, triangulos). d) Mismo experimento y cepas que en a, pero en presencia
de 10 pM del andlogo de ATP 1-NM-PP1, que inhibe especificamente a la versién sensibilizada de
Cdc28CPX | producida a partir del alelo cdc28-as2 presente en estas cepas (ver tabla 5.10).
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Figura 2.6: Fraccién de células mostrando morfologia vegetativa (barras verdes), penaut (ba-
rras azules) y shmoo (barras rojas), para células wt (TCY3154, panel de la izquierda) y Pgari-
STE2CGPCR (YAB330, panel de la derecha). Las células fueron estimuladas por dos horas con la
cantidad indicada de factor-a (aF). N, > 100 por condicién.

2.2.3. Abundancias de otros componentes del sistema

Como vimos en la seccién anterior, la abundancia de Ste26FCR en células wt crecidas

en SC-GalRaf es aproximadamente un cuarto de la cantidad en SC-Glu (figura 2.3a),
mostrando que el SRF también es robusto a reducciones en la abundancia de receptor
(Gehret et al., 2012; Shah y Marsh, 1996). Este resultado es interesante ya que podria
constituir evidencia en contra de la hipdtesis de pre-acoplamiento. Segin esta hipotesis,
hay una cantidad limitante de proteinas G pre-acopladas a los receptores, por lo que
aumentos en la cantidad de receptor no deberian tener efectos. Sin embargo, esta hipotesis
predice una reduccion de la respuesta ante una disminucién en la abundancia de receptores
por debajo de la abundancia de proteinas G.

Por este motivo, decidimos verificar si las abundancias de otros componentes del sis-
tema dependen del medio de crecimiento. Para esto, usamos cepas expresando los com-
ponentes del SRF STE/CGP STE7TMAPKK = g9gToRGS 2N 19@5 y FUSSMAPK fusionados a
YFP. Debido a que en promedio hay tan solo 500 moléculas de Steb por célula (Thomson
et al., 2011; Gordon et al., 2007), usamos una cepa con tres YFP en tdndem para marcar
a esta proteina de andamiaje (STES5-YFPx3). Por otro lado, usamos cepas con BMH2,
un gen no relacionado con el SRF, marcado con YFP. Crecimos las cepas mencionadas en
SC-Glu o SC-GalRaf, y adquirimos imagenes de microscopia (figura 2.7).

Tomando en cuenta la correccién por la autofluorescencia presente en cada medio,
observamos pequenos cambios en la abundancia de estos componentes (tabla 2.1). Estos
cambios son de menor magnitud que el observado para Ste2GPCR (figura 2.3a). También es
interesante notar que de las proteinas ensayadas de este modo, la que tuvo mayor cambio
fue Bmh2, la tnica no relacionada al SRF. Es particularmente importante que Sted<? se
reduce sélo al 68 & 12% de su abundancia en SC-Glu, implicando que en cepas wt en
SC-GalRaf la relacién de Ste2GPCR a protefna G es la mitad que en SC-Glu.



2. Sobre el acoplamiento entre el receptor y la proteina G

27

a 2
Medio
IGalRaf -
e i
5 v |Glu ¥
&
> o g
i ol F :
©
§ o I
@ 8
S 10 - - .n
8 v 8
(8]
(7]
o
S 4] v °
o
O 1 1 1 1
E o a a o a ®
[T L L [T [T x
> ¥ ¥ X 1 &
3 I 8 £ @ 3
= 0 [ [
Y % g 7] % =
%

b 160

140 A

120 A

100 +

80 4

60

40 A

Fluorescencia total en YFP (AU)

20 1

01 ==

T
=
=

BMH2-YFP

Figura 2.7: a) Fluorescencia total de cepas con componentes del SRF fusionados a YFP, crecidas
en SC-Glu (barras azules, tridngulos) o SC-GalRaf (barras rojas, circulos). b) Misma medida para
Bmh2-YFP. En ambos casos la cepa ACL379 (wt) se incluyé como control de autofluorescencia.
Notar las diferentes escalas de los ejes.

Fluoresencia en YFP corregida

Cepa Genotipo GalRaf(V) Glu® GalRaf/Glu(Q) p-valor®)
TCY3071 FUS3-YFP 11+1 7.6+0.8 1.45+0.21 0.00037
TCY3072 STE7-YFP 33+04 27404 1.23 +0.23 0.011
TCY3075 MSG5-YFP 3.0+£03 24+0.2 1.22 +0.17 0.0016
TCY3077 SST2-YFP 9+1 16 £2 0.59+0.12 0.00037
TCY3078 STEJ-YFP 34405 49+0.5 0.68 +0.12 0.00031
YPP3661 STE5-YFPx3 6.44+07 53£06 1.21+0.19 0.016
TCY3073 BMH2-YFP 127+9 65+ 5 1.97 £ 0.20 0.000093

(1) Media £ desvio estdndar de la fluorescencia en YFP promedio por imagen, corregida por la
autofluorescencia de ACL379 (cepa wt), en los medios indicados. (2) Cociente entre fluoresecen-
cias medidas en SC-GalRaf a SC-Glu =+ incerteza propagada. (3) p-valor calculado por test de
permutacién (paquete perm para R).

Tabla 2.1: Valores de fluorescencia corregidos y p-valores para los datos de la figura 2.7
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2.2.4. El mecanismo que permite medir la fraccién de receptores ocu-
pados actia rio arriba del reclutamiento a membrana de Steb

La robustez a la cantidad de receptores podria originarse a diferentes niveles a lo largo
de la via de transduccion de senales, desde activacion de los receptores hasta la induccion
del gen reportero, nuestro punto de medicién. Para acotar los posibles pasos involucrados
en el mecanismo que produce la robustez a la cantidad de receptores, decidimos medir la
respuesta al nivel del reclutamiento a membrana de la proteina de andamiaje Steb; el paso
inmediatamente rio abajo de la disociacién de la proteina G.

Debido al bajo nivel de expresién de Ste5 (Thomson et al., 2011), para obtener una
mejor senal de fluorescencia usamos cepas con tres integraciones genémicas del constructo
Psrps-STE5-YFPx 3 (STES fusionado a tres copias de YFP en tdandem bajo el promotor
de STE5). Estas cepas tienen una fluorescencia en el canal de YFP aproximadamente
nueve veces mayor a la obtenida en una cepa con una unica copia de STFE5 marcado con
una copia de YFP.

Como antes, usamos cepas con STE2CPCR wit v Poap1-STE2SPCR crecidas en SC-
GalRaf para cambiar la abundancia de receptores. Como se puede ver en la figura 2.8,
no observamos diferencias en los niveles de reclutamiento a membrana de Steb entre estas
dos cepas. Este resultado sugiere que el punto de accién del mecanismo responsable de la
robustez a la cantidad de receptores actiia rio arriba del reclutamiento a membrana de
Sted, es decir a nivel de activacion de la proteina G heterotrimérica.
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Figura 2.8: a) Reclutamiento a membrana de Ste5-YFP x 3. Cepas con STE2SPCR wt (YPP3662,
lineas sélidas, circulos) y Pgap1-STE2SPCR (YAB5372, lineas punteadas, tridngulos), que ademés
tiene tres integraciones de STES5-YFPx 3, fueron crecidas en SC-GalRaf y estimuladas con las dosis
indicadas de factor-a («F). Las imagenes fueron adquiridas y cuantificadas esencialmente como se
explica en la seccién de métodos 5.9, con la salvedad de que se usé un microscopio de fluorescencia
no-confocal. El aumento en el estadistico de reclutamiento luego de 2.3 minutos de estimulacién
esta graficado a cada dosis. Los puntos representan el promedio de tres réplicas biolégicas, cada una
con N, = 100. Las barras de error muestran el ICq; de la media. b) Fotos representativas de células
en a. El 5% de los pixeles con mayor aumento de la fluorescencia entre la foto pre-estimulacién y
la adquirida a los 2.3 minutos estan resaltados en amarillo.



2. Sobre el acoplamiento entre el receptor y la proteina G 29

2.3. El modelo Carrousel de activacion de la proteina G

Como punto de partida para estudiar los posibles mecanismos responsables del fenémeno
de robustez de la respuesta a la cantidad de receptores, decidimos construir y estudiar un
modelo detallado de la activacion de la proteina G. Este es el punto en el cual nuestros
resultados sugieren que actia el mecanismo que permite a las células medir la fraccién de
receptores ocupados.

Una motivacién fundamental para construir este modelo, es determinar si es posible
explicar los fenémenos de DoRA y robustez a la cantidad de receptores, observados expe-
rimentalmente, en base a nuestro conocimiento actual del sistema. Es decir, determinar
si los fenotipos a nivel de sistema son esperable en base a lo que sabemos, o hace falta
postular nuevos componentes y/o interacciones para explicar las observaciones.

2.3.1. Construccion del modelo Carrousel

Para modelar un sistema de transduccién de senales por GPCR que tuviese en cuenta
los diferentes estados de activacién de la proteina G y los multiples complejos posibles
entre el receptor y la subunidad Ga, combinamos el modelo de complejo ternario (figura
2.1) con el ciclo de activacién de la proteina G (figura 2.2), detallados en la introduccién.
El modelo resultante puede ser representado en un esquema 3D como se muestra en la
figura 2.9, reminiscente de un Carrousel.

Este modelo tiene muchas especies y pardmetros, pero también tiene una simetria
que facilita su interpretacién. Las reacciones en el eje axial (lineas violeta) representan
pegado y despegado de ligando a receptor. Las reacciones radiales (lineas azules) repre-
sentan el acoplamiento y desacoplamiento del receptor a la subunidad Ga. Finalmente, las
reacciones angulares representan el cambio de estado de la subunidad Ga. Las reacciones
representadas en verde corresponden al intercambio de GDP por GTP en la subunidad
Ga, las reacciones representadas en rojo la hidrélisis de GTP a GDP, y las reacciones en
naranja el equilibrio de unién entre Ga y GS~.

La notacién de las especies y parametros de reaccién es la misma que la usada en
el modelo del complejo ternario en la introduccién (figura 2.1b). Las tasas de unién que
involucran al receptor se notan k?ﬁm, donde los superindices cuadrados representan las
especies que se estan uniendo. Por ejemplo, kLG es 1a tasa de unién de ligando a receptor
acoplado a Ga®TP. En los superindices de los pardmetros, G representa la proteina G
heterotrimérica, Gt a Ga®TF y Gd a Ga®PP. Notar que el ligando L no se representa
explicitamente en el esquema. De la misma manera, kEJL? representa la tasa de despegado
entre dos especies. Por ejemplo, kfjﬁf'G es la tasa de desacople entre el receptor ocupado
por ligando y la proteina heterotrimérica Ga/3.

Las tasas de intercambio de GDP por GTP en Ga, correspondientes a las flechas verdes
en la figura 2.9, estan dadas por k% 7 (Ezchange forward), donde el superindice cuadrado
denota el complejo molecular que Ga esta formando. Cabe notar que en principio cualquier
Ga unida a GDP puede intercambiar su nucleétido, lo que incluye al heterotrimero Ga Sy
y a la subunidad Ga disociada, ya sea desacoplados del receptor, o acoplado a receptor
desocupado u ocupado por ligando.

El intercambio de GDP por GTP en Ga no es una reaccién simple, sino el resultado de
varias reacciones elementales que incluyen: I) liberacién de GDP de Ga®PF | 1I) asociacién
de GTP al sitio de unién a nucleétido desocupado en Ga, ITI) transicién de Ga®T" a una
conformacién con baja afinidad por GB~, y IV) disociacién de GSv de Ga. Se ha reportado
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Figura 2.9: Esquema del modelo Carrousel de activacién de la proteina G, resultante de combinar
el TCM con el ciclo de activacién de la proteina G. Las reacciones axiales violetas representan la
unién entre el ligando L y el receptor R. Las reacciones radiales azules denotan el acoplamiento
entre el receptor R y la proteina Ga. Las reacciones angulares representan el progreso por el ciclo
de activacién de la proteina G; la flecha verde representa el intercambio de GDP por GTP en la
subunidad Ga y la correspondiente disociacién de G+, la flecha roja representa la hidrélisis del
GTP a GDP por Ga, y las flechas naranjas el equilibrio de asociacién entre Ga®PF y GBv. Los
superindices D y T denotan los estados unidos a GDP y GTP de Ga, respectivamente. Elegimos
el grosor y trazo de las flechas acorde a las tasas relativas de cada reaccién (ver tabla 2.2).
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que la primera de estas reacciones es el paso limitante en algunos sistemas (Mukhopadhyay
y Ross, 1999; Higashijima et al., 1987). Aqui, asumimos que el intercambio de nucle6tido
se puede aproximar por una tnica reaccién.

Todas las reacciones son tedricamente reversibles, por lo que un intercambio inverso en
el que GTP se reemplaza por GDP es posible. Decidimos despreciar esta reaccién inversa
ya que es muy desfavorable dado el alto cociente [GTP]/[GDP] en células metabdlicamente
activas. Por lo tanto, asumimos que el intercambio de nucledtidos en Ga es irreversible.

Las reacciones rojas en la figura 2.9 representan la hidrélisis del fosfato v de GTP
unido a Go. Esto resulta en la conversién de Ga®Tr a Ga®PF y fosfato inorganico. Las

tasas de esta reaccién estan dadas por kID{f (Hydrolysis forward), donde el superindice

cuadrado denota el complejo que Ga estd formando. Por ejemplo, kl{}?Gt es la tasa de

hidrélisis en Ga®T?, cuando Ga estéd acoplado a receptor ocupado por ligando. Asumi-

mos que esta reaccion es irreversible debido a la gran cantidad de energia libre liberada
durante la hidrélisis del GTP (AG =~ 38kJ/mol). Notar que en el modelo asumimos que
las concentraciones de GTP, GDP y fosfato inorganico no son significativamente influen-
ciadas por el ciclo de activacion de la proteina G y se mantienen constates, por lo que
estan implicitamente consideradas en los parametros.

Las flechas naranjas en el esquema Carrousel representan el equilibrio de unién entre
GByy Ga®PP . Estas reacciones estdn modeladas como una asociacién reversible, con tasas

k‘E Y kEr (Association forward y reverse), donde el superindice indica con qué complejo

se esta asociando Gf~. Por ejemplo, kﬁ?d es la tasa de asociacién entre GBvy y Ga®PP

acoplada a receptor desocupado.

Con estas tasas de reaccién, y siguiendo la ley de acciéon de masas, definimos un sistema
de ecuaciones diferenciales ordinarias (ODEs ”) que describe la evolucién de cada especie
en el modelo (ecuaciones 2.2 a 2.13). Para facilitar su lectura, agrupamos en paréntesis
términos correspondientes a la misma reaccién reversible, y separamos en renglones los
términos de diferentes reacciones.

El modelo Carrousel completo tiene 38 pardmetros. Usando consideraciones termo-
dindmicas de micro-reversibilidad, podemos imponer restricciones en los parametros por
cada ciclo cerrado de reacciones reversibles. Esta condicién requiere que, si hay dos rutas
reversibles de un compuesto a otro, ambas deben tener la misma constante de equilibrio.
En otras palabras, esto asegura que no haya una tendencia neta de los reactivos a circular
en una direccién preferencial (Wyman, 1975). Estas restricciones reducen el niimero de
parametros de 38 a 33, y hacen al modelo mas realista.

Usando una notacién inspirada en el modelo cibico ternario (Weiss et al. 1996b, ver
seccién 4.2),; codificamos las consideraciones de micro-reversibilidad usando pardmetros
adimensionales denotados por letras griegas, que relacionan las constante de disociaciéon
de las reacciones reversibles (ecuaciones 2.14 a 2.26).

" Ordinary Differental Equations



2. Sobre el acoplamiento entre el receptor y la proteina G 32

% = — (k5" L R~ kT LR) (2.2) d(th) = + (k& L R - K5} LR) (2:8)
~(K5C R G - kS RG) — (K&F® LR G — KL LRG)
(kR Gt R Gt — kG RGt) - (kff‘ Y LR Gt — kL7 LRGt)
~ (KBS R Ga — k5§ RGA) = (k" LR Gd = kify ! LRGA)
G
% = (kEf ) d(dtd) - (ki} Gd)
+ (Kt Ga Gy - K51 G)  @23) + (K cr) (2.9)
(kRG RG - kRS RG) (kAf Gd GBy — k4! G)
( KRS LR G — kffljig LRG) (kR % RGd — kﬁ}de RGd)
— (K5O LR Ga — kIf3! LRGA)
G . (i, ) (59
- (kgtf Gt) (2.4) + (kER? RG) (2.10)
+ (k5§ Ga) + (B} LRG)
— (K5 R Gt - KIS RG) ~ (k3 Ga Gy - k5 G)
— (K5O LR Gt — KEfS LRGY) ~ (KAF* RGa Gy — K7 RG)
(kﬁ?Gd LRGd Gy — K5EGd LRG)
d(c]ZG) = + (k2% RG - kK RG) d(LdfG) = + (KC LR G - K¢ LRG)
(kER? RG) (2:5) (kﬁ;?c LRG) (2.11)
* (kﬁ? " RGd Gy — ki RG) (kﬁ?f"d LRGd Gy — kLRG1 LRG)
( ELRG 1 RG— LRG LRG) ( LERG [ R — kgfz;:c LRG)
@ = + (kY RG) d(Lth) ~ 4 (5 1 G)
~ (k" BGY) (2:6) ~ (k5% LRGY) (2.12)
RGd
(kifGt RGd) o + (kg?cd LRGd)
+ (kS R Gu— T RGE) + (KE®S* LR Gt — Kify" LRGH)
( kL ECY L RGE — kLR LRGt) n (kﬁ’;RGt L RGt — kff?Gt LRGt)
d(R;tGd) = + (KRS RGt) d(Lng) _ 4 (k59 LR Gt)

< (
(kg?d RGd) (2.7) (k,gj?f"d LRGd) (2.13)
~ (KAF* RGa Gy — K7 RG) = (s
E (
(

k5894 LRGd Gy — k5RO LRG)

L RGd L RGd
on L RGd — LRGd) kLR L RGd — kLR LRGd)

" +
R-G R-Gd
d—k d
+ (K R G — k5 RGa) + (K5FSY LR Gd — KifyS" LRGA)



2. Sobre el acoplamiento entre el receptor y la proteina G 33

kLA LR-G
o i |
L-RG koLf?G LR LLR-Gt
on kg;{%-Gt :
d - k/'g’ﬁRGt = /At g . KCII,R-Gd _ ZJE{Gd _ /\deé%-G (223)
k .
kL-RGd on
KLRGE _ % = M\ KER (2.17) ey _ K3 (2.24)
on d - kGd :
R-G Af
KR-G _ koff 2.18 k,RGd 1
i = 1RG (2.18) gRGeGo _ Ba L pecacay (g o5,
on k,RGd p '
R-Gt Af
KR-Gt — koff — KR.G (2 19) kLRGd A
d R.CL g . LRGd-GBy _ Far _ Gd-GBvy
k%lcd R B kﬁ?Gd Ay Ha
LR
RGd __ off _ RG
KiGd — Rl = p K} (2.20) (2.26)

A partir de las ecuaciones 2.2 a 2.13 podemos ver que existen algunas conservaciones
en el modelo, a saber, la cantidad total de receptor, Ga y G~ se mantienen constantes
(Riot, Gauor v GByior Tespectivamente, en las ecuaciones 2.27 a 2.29). Estas conservaciones
reducen el nimero de dimensiones del sistema de ODEs de 12 a 9. Por otro lado, asumimos
que la concentracién de ligando L no se depleta significativamente por asociaciéon con el
receptor, y que por lo tanto es igual a la concentracion aplicada.

Ryt = R+ RG + RGt + RGd + LR + LRG + LRGt + LRGd (2.27)
Gayor = G+ Gt + Gd + RG + RGt + RGd + LRG + LRGt + LRGd (2.28)
GByiot = G + RG + LRG + GB (2.29)

2.3.2. El modelo Carrousel simplificado

Aun con la restricciones termodindmicas y las conservaciones, el modelo resultante
tiene muchos pardmetros. Como punto de partida, y para simplificar el anélisis, conside-
ramos un modelo simplificado, en el que suponemos “simetria” o “independencia” de las
reacciones. En particular esto significa que hacemos los siguientes supuestos:

1) La unién de ligando a receptor es independiente de si el receptor estd acoplado o no
Ga, y al estado de esta subunidad (Ga®TF, Ga®PF o Gafy).

A=A =Ag=1 (2.30)
L-R _ 1. L-RG _ ;,.L-RGt _ 1, L-RGd
kopf = kopf = kopf " = Kofy (2.31)

La ecuacion 2.30 define iguales constantes de equilibrio, mientras que la ecuacién
2.31 iguales tasas cinéticas.
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Este supuesto esta respaldado por experimentos en levaduras, ya que se observé que
deletar a GPA1%* produce un cambio muy pequeio en la afinidad de Ste2GPCR por
el factor-a, de KCOZ‘F'S“2 = 3.4nM en células wt, a 4.8nM en células Agpal® (Bajaj
et al., 2004). Por otro lado, experimentos con preparaciones de membrana muestran
que GTP-v-S (reactivo que se supone bloquea a Ga en su conformacién activa),
tiene un efecto sobre la K (?F'St‘ﬁ. Sin embargo esto sdlo se observa en condiciones
no fisiolégicas de alta fuerza iénica y alto pH (Blumer y Thorner, 1990).

En otros sistemas de GPCR hay evidencia convincente de un efecto del acoplamiento
entre el receptor y la proteina G, sobre la afinidad entre el ligando y el receptor. De
hecho, ésta fue la motivacion original en el desarrollo del TCM (DeLean et al., 1980).

El acoplamiento entre Ga y el receptor no depende del estado de Ga.

kGG = kG = kG = kYO = kLR = kLG (2.33)
Experimentos de inmuno-precipitacién muestran que un poco menos de Gpal®® co-
precipita con Ste2GPCR Juego del tratamiento con factor-o (Wu et al., 2004). Esto
sugiere algin grado de reduccién en la afinidad entre el receptor y Ga cuando la via
de transduccién estd activa, y por lo tanto mas moléculas estan en el estado GaCTF.
Sin embargo, esta pérdida de afinidad es parcial y dificil de estimar en base a los
datos disponibles. Mds atn, el experimento de co-precipitacion no da informacién
sobre las tasas cinéticas de esta interaccién. Con el fin de reducir el nimero de
parametros del modelo, decidimos hacer los supuestos descritos en las ecuaciones
2.32 y 2.33, aunque no se cumplan de manera exacta en el SRF.

La asociacién entre Ga®PP y GBy no depende de si Ga estd acoplado o no al

receptor, ni del estado del receptor (unido o no a ligando).

p=1y A=Xg (2.34)

kg kRGd kLRGd (235)

Notar que el supuesto para las constantes de equilibrio (ecuacién 2.34), estd impli-
cado por los supuestos anteriores (especificamente por las ecuaciones 2.30 y 2.32) y
las consideraciones de micro-reversibilidad.

La tasa de intercambio de GDP por GTP en Ga®PP no ests afectada por la unién
de GS~.

RGd LRG LRGd
Utilizando Gsa y Goa purificadas de células hepaticas de conejo, se observo que la
disociacién de GDP, el paso limitante en la reaccién de intercambio de nucleétido,

es mas lenta en presencia de Gf~ (Brandts y Ross, 1985). Sin embargo, este efecto
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desaparece al aumentar la concentracién de Mg?*+ (Higashijima et al., 1987). Dada
la concentracién de Mg?* en el citoplasma de células de levaduras (Graschopf et al.,
2001), esto sugiere que G~y deberia tener solo un pequeno efecto en el intercam-
bio de GDP por Ga en condiciones fisioldgicas (ver discusién en Thomson 2008 y
YeastPheromoneModel.org).

5) La tasa de hidrélisis de GTP en Ga®TF acoplado a receptor, no depende de si el
receptor esta ocupado por ligando o no.

kRGt = ki< (2.37)

Hasta donde sabemos, no hay ningin mecanismo descrito capaza de explicar un
cambio en la tasa de hidrélisis de Ga®TF debido al estado ocupacional del receptor.
Notar que este supuesto no implica que la tasa de hidrélisis de GTP cuando Ga®TP
estd libre (no acoplada a receptor) tenga que ser la misma que cuando estd en
complejo con el receptor (ver abajo).

6) Hay cantidades equimolares de Ga y Gf7.

Giot = Gagor = GBYt0t (2-38)

Mediciones de la abundancia de los componentes del SRF por western blot cuanti-
tativo, resultaron en una estimacién de 2390 + 262 moléculas/célula para Gpal®® y
2045 £ 107 moléculas/célula para Ste4%? (Thomson et al., 2011). Estos valores son
consistentes con el supuesto de igual cantidad de ambos componentes.

Estos supuestos tienen diferente grado de apoyo experimental para el SRF. Indepen-
dientemente de si se cumplen de manera exacta para este sistema o no, creemos que
constituyen una simplificacién razonable del modelo Carrousel. Esta version simplificada
es mas accesible para el andlisis que el modelo completo, pero captura comportamientos
complejos cualitativamente semejantes a los del SRF.

2.3.3. Parametros del modelo Carrousel simplificado

Teniendo en cuenta las restricciones de micro-reversibildad y los supuestos de simetria
(o independencia) de la seccién anterior, el modelo Carrousel simplificado resultante tiene
un total de 13 pardmetros a determinar.

Siete de estos pardmetros fueron medidos experimentalmente en el SRF de S. cerevisiae.
Estos incluyen las abundancias de los componentes, las tasas de pegado y despegado del
factor-a por Ste2GPCR el intercambio basal de GDP por GTP en Ga®PP | la tasa basal de
hidrélisis de GTP en Ga®T” y el aumento en esta tasa inducido por la GAP del sistema
Sst2RGS (ver valores y referencias en tabla 2.2). Una recopilacién exhaustiva de la evidencia
existente respecto a los pardmetros del SRF se puede encontrar en la tesis de doctorado
de Ty Thomson y en el repositorio virtual asociado YeastPheromoneModel.org.

Otros parametros fueron medidos en sistemas de GPCR de células animales y pueden
ser considerados como una buena estimacién de los pardametros correspondientes del SRF.
Estos son el pegado y despegado de GPCRs con sus proteinas G correspondientes (Alves
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Parametro Reaccion Valor Referencias

KC%’R L+ R 5.6 nm (SEF) ver tabla en figura 1.6

k:ff? LR—L+R 0.001 s~ 1 (SEF) Jenness et al.; Bajaj et al.

KRG R+ G 33nM Alves et al. (2003, 2005)

kS RG — R+ G 0.1s7¢ Hein et al. (2006)

Kde'GM GSGPP Gy, 0.01 nMm estimado en este trabajo

k%‘f GSGPP + Gy — Gap, 32nM1s7! estimado en este trabajo

kG, GGPP — GGTP 0.00062 s~1 (SBF)  Apanovitch et al. (1998)

kg? RGSPP — RGSGTP  0.00062 571 estimado en este trabajo

ké?G LRGSPP - LRGSTP 1.5571 Mukhopadhyay vy  Ross;
Biddlecome y Ross

kg‘} GSTP - gGPr 0.002 s~ 1 (SEF) Apanovitch et al. (1998); Yi
et al. (2003)

kG RGSTP — RGGPP  0.11s~ 1 (SEF) Yi et al. (2003)

Riot 1400 nm (SEF) Thomson et al. (2011)

Giot 860 nm (SEF) Thomson et al. (2011)

(SRF): Pardmetro estimado en el sistema de respuesta a feromona. «<>:Afinidad de la unién entre
dos especies.

Tabla 2.2: Pardmetros de referencia del modelo Carrousel simplificado.

et al., 2003, 2005; Hein et al., 2006), y el intercambio de GDP por GTP en Ga®P” estimu-
lado por la actividad GEF del GPCR activado (Biddlecome y Ross 1996; Mukhopadhyay
y Ross 1999, ver tabla 2.2).

Finalmente, hay tres pardametros para los cuales, hasta donde sabemos, no hay ninguna
estimacién experimental disponible en ningin sistema de GPCR. Para estos pardmetros
usamos valores fisiolégicamente plausibles que resultan en un comportamiento del modelo
cualitativamente similar al observado experimentalmente:

(1) Estimamos la constante de disociacién entre Ga“PF y Gy (Kde‘Gﬁ ") basdndonos
en la afinidad entre Ste5 y GS~. Asumiendo que la unién de Ste5 y Ga®PF con Gy
son mutuamente excluyentes (ver seccién 3.3.2), podemos concluir que la afinidad
de Ga®PP por G~y tiene que ser mayor que la de Steb5 por Gf3y. Si esto no fuese
asi, Ga no seria capaz de inhibir la sefializacién en ausencia de feromona. Medimos
el valor de la constante de disociacién entre Steb y sus sitios de unién en membrana
(compuestos por Gf), encontrando una cota superior para la misma de 0.65 nM (ver
seccién 3.2.8 o Bush y Colman-Lerner 2013). Por lo tanto, la afinidad entre Ga“P?
y Gp~ tiene que ser mucho menor que este valor; Kde'G’g 7 <« 0.65nM. Por otro
lado, las interacciones proteina-proteina mas fuertes conocidas tienen constantes
de disociacién pico-molares (Chen et al., 2013). En base a estas consideraciones,
elegimos un valor de Kgd'Gﬁ 7 = 0.01nM, que es més de 10 veces menor que la cota
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para la afinidad de Steb por GS+, pero se mantiene dentro del rango fisiologico.

(11) Para el valor de la tasa de asociacién entre Ga®PP y Gpy (k:g?), nos basamos
en el valor usado en el modelo de Yi et al. 2003. En este trabajo usaron un valor
de kﬁ? = 1 (molécula por célula)ts~!, aunque no queda claro como obtuvieron
dicho valor. Considerando que los componente de membrana estdn contenidos en
un volumen de 3.921fl (ver abajo), este valor corresponde a kg? =3.2nM st Es
importante notar que con este valor, la hidrélisis del GTP es la reaccién limitante
en la inactivacién de la proteina G.

(111) Seleccionamos la tasa de intercambio de GDP por GTP en la proteina G acoplada a

receptor desocupado, de manera que sea igual a la tasa correspondiente en Ga libre
(kl‘g? = kgf)

Todos los componentes del modelo Carrousel estan permanentemente asociados a la
membrana plasmatica. Las ODEs que definen el modelo (ecuaciones 2.2 a 2.13) estan
expresadas en términos de concentraciones de las diferentes especies, por lo que necesita-
mos definir un volumen de reaccion. Para ello, consideramos un espacio peri-membrana
de 50 nm de espesor (Ah = 50nm) que comprende la membrana plasmatica y a todos los
componentes del modelo. Definimos el volumen de peri-membrana como Vperi-membrana =
4rR2Ah = 3.921], donde R, = 2.5m es el radio promedio de una levadura.

Los modelos de redes de reacciones basados en ODEs (como el modelo Carrousel)
asumen compartimentos bien mezclados. Esto quiere decir que la velocidad de difusién en
el volumen considerado es lo suficientemente rapida como para poder despreciar fenémenos
espaciales. Es poco probable que este supuesto sea valido en nuestro caso dada la velocidad
de difusién relativamente lenta de componentes difundiendo en la membrana plasmatica
y la geometria del espacio peri-membrana. Otra complicacién surge del hecho de que
durante la respuesta a altas dosis de factor-c«, las proteinas de sefializacién se concentran
en la punta del shmoo, en un volumen mucho més pequenio que el volumen peri-membrana,
dentro de la primer hora de estimulacién (ver figura 3.6).

Decidimos asumir un volumen bien mezclado para nuestro modelo como un punto
de partida, debido a que este supuesto simplifica enormemente el analisis. Las conclusio-
nes cualitativas obtenidas no dependen del volumen de reaccién usado. Esto permite una
interpretacion alternativa del modelo; como las interacciones que ocurren en un micro-
dominio de membrana, lo suficientemente pequenio como para poder ser considerado un
compartimento bien mezclado.

Estimaciones de la abundancia de Ste2SPCR usando western-blots cuantitativos resul-
tan en 6622 + 361 moléculas/célula (Thomson et al., 2011). Al igual que otros GPCR,
Ste2GPCR forma dimeros in vivo (Overton et al., 2005), por lo que estimamos alrededor
de 3300 dimeros/célula. Aunque asumimos receptores monoméricos en nuestro modelo,
usamos la abundancia de los dimeros para estimar R;,;. Esta decisién fue motivada por
el hecho de que el modelo se enfoca principalmente en el acoplamiento entre receptores y
proteina G, por lo que creemos que el niimero de parejas de acoplamiento esta mejor esti-
mado de este modo. Como se verd mas adelante, el modelo muestra robustez a la cantidad
de receptores, por lo que el nimero exacto usado para R;,; no modifica las conclusiones.

La protefna Sst27%¢S no estd explicitamente representada en el modelo Carrousel. Sin
embargo sus efectos pueden ser capturados por los parametros del modelo, especificamen-
te en las tasas de hidrélisis de GTP. La actividad GAP de Sst2RGS acelera la tasa de
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hidrolisis de GTP més de veinte veces (Yi et al., 2003; Apanovitch et al., 1998). Si esta
actividad GAP estuviese de-localizada, la tasa de hidrélisis no dependerfa de si Ga®T?
estd acoplada al receptor o no. Por el contrario, la asociacion fisica entre RGSs y GPCRs
sugiere una actividad GAP localizada (Neitzel y Hepler, 2006). En el SRF, Sst2RGS inter-
actia fisicamente con la cola citoplasmatica C-terminal de Ste2GFCR |y esta interaccién
es necesaria para la actividad GAP de Sst2R%S sobre Ga (Ballon et al., 2006). El efecto y
localizacion de la RGS puede ser capturado en el modelo si la tasa de hidrdlisis de GTP
es mayor en Ga acoplada al receptor que en Ga libre (ecuacién 2.39). Notar que esta
condicion estd satisfecha por los parametros de la tabla 2.2 y el supuesto de simetria de
la ecuacion 2.37.

k3O ~ kS >> kG (2.39)

2.3.4. El modelo Carrousel muestra DoRA y robustez a la cantidad de
receptores

Para determinar si el modelo Carrousel da cuenta de la robustez a cambios en la can-
tidad de receptores, simulamos curvas DoR de estado estacionario para diferentes niveles
del receptor. Usando los parametros de referencia de la tabla 2.2, podemos ver que la
curva DoR de Gp~ libre practicamente no se modifica al cambiar 100 veces la cantidad
de receptor, desde 0.1x a 10x el valor de referencia (figura 2.10a). Més atn, estas curvas
DoR estén bien alineadas con la ocupacién del receptor (curva gris en 2.10a), es decir que
el sistema muestra DoRA (Yu et al., 2008a). Por lo tanto el modelo Carrousel da cuenta
de dos comportamientos a nivel de sistema, a saber, robustez a la cantidad de receptores
y alineamiento de las curvas dosis respuesta (DoRA).

Al analizar el efecto de modificar los valores de los diferentes pardmetros del modelo,
nos resulté particularmente interesante el efecto de cambiar la tasa de disociacion entre el
receptor y la proteina G (k:f}?), manteniendo su afinidad K f‘G constante. Este pardmetro
determina el modo de acoplamiento entre el receptor y la proteina G (Roberts y Wael-
broeck, 2004; Lauffenburger y Linderman, 1993). Si el receptor tarda un tiempo similar o
mayor en despegarse de Ga: que del ligando (k‘ff? S k‘gflf% %), entonces el sistema trabaja en
el régimen de pre-acoplamiento (o complejo ternario). En este régimen un receptor ocupado
puede activar a sélo una proteina Ga; la que tiene acoplada (figura 2.10b). En la situacién
contraria, si el receptor se desacopla mucho mas rapido de la proteina G que del ligando
(kff? > k:gf’;), un receptor ocupado puede interactuar y activar a varias proteinas Ga,
funcionando como una enzima. Esta situacion corresponde al régimen de acoplamiento por
colision (o de reaccion catalitica, Roberts y Waelbroeck 2004; Lauffenburger y Linderman
1993).

Por lo tanto, decidimos estudiar el efecto de cambiar el pardmetro kff? sobre la ro-
bustez a la cantidad de receptores y el alineamiento de las curvas DoR. Cuando el sistema
opera en el régimen de pre-acoplamiento hay DoRA perfecto entre ocupacion del receptor
y activacién de la proteina G (figura 2.10c). Esto es consistente con la funcién de trans-
ferencia lineal que esperamos si cada receptor se asocia y activa a una unica proteina G.
Aumentar la cantidad de receptores en esta simulacién no tiene efecto (curva roja vs. verde
en figura 2.10c), dado que en este régimen los receptores desacoplados no senalizan y en
los pardmetros de referencia ya hay més receptores que proteinas G (tabla 2.2).

8 El tiempo de vida caracterfstico de un complejo esto dado por Tosf = 1/kos .
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Figura 2.10: a) Curvas DoR de estado estacionario, simuladas con el modelo Carrousel y los
pardmetros de referencia (tabla 2.2). La curva gris representa la ocupacién fraccional del receptor.
Las curvas de color muestran la cantidad de Gf~ libre, normalizada a la cantidad de proteina G
total, para diferentes abundancias de receptores, como se indica en la figura. Notar que la curva
roja punteada (R = 33000 #/célula) cae sobre la curva verde sélida (R = 3300 #/célula).
b) Representacién esquemética de la interaccién entre el ligando L, el GPCR (asociado a la RGS)
y la subunidad Ga de la proteina G. Se indican las reacciones de unién ligando-receptor (flechas
violetas), receptor-Ga (flechas azules) y la hidrélisis de GTP por Ga acoplado al receptor (flecha
roja). Las tasas de reaccién kL = 0.001s71, k8¢ = 0.1s7" y kff§" = 0.1157! determinan los
tiempos caracteristicos de las respectivas reacciones (tabla 2.2). ¢) Igual que en a para kff? =
0.001s~t. d) Igual que en a para kf}ff =10s"1.

Por el contrario, reducir la cantidad de receptores por debajo del niimero de proteinas
G reduce la amplitud de la respuesta (curva azul vs. verde en figura 2.10c), debido a que
proteinas G desacopladas no pueden ser activadas en este régimen. También es interesante
notar el aumento de la actividad basal (a [L] = 0) del sistema cuando se reduce la cantidad
de receptores. Esto se debe a que, debido a la asociacién entre la RGS y el receptor, la
tasa de hidrélisis de GTP por Ga es mayor cuando estd asociada al receptor que cuando
no (ecuacién 2.39). Por lo tanto, disminuir la cantidad de receptores también disminuye
la tasa de hidrélisis neta, permitiendo una acumulacién de Ga®T? y el correspondiente
aumento de la senalizaciéon basal.

En el régimen de acoplamiento por colision (k'ff? > k(ff?') encontramos una robustez
a la cantidad de receptores casi perfecta (figuras 2.10a y 2.10d). En este régimen las
subunidades Ga interactian aleatoriamente con receptores ocupados y desocupados. Un
encuentro con un receptor ocupado tiende a dejar a Ga en su estado activo (unido a
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GTP). Esto es asi porque la tasa de intercambio de GDP por GTP es mayor que la tasa
de hidrdlisis de GTP para Ga unido a receptor ocupado (k;LRGd > k:LRGt, ver tabla 2.2,
ecuaciones 2.37 y 2.36). Por el contrario, un encuentro con un receptor desocupado tiende
a dejar a Ga en su estado inactivo (unido a GDP). Esto se debe a que en este caso la tasa
de hidrélisis de GTP es mayor que la de intercambio de GDP por GTP (kRGt > kg?d, ver
tabla 2.2 y ecuacién 2.36). En consecuencia, en este régimen receptores ocupados tienden
a activar a Ga, mientras que receptores desocupados tienden a inactivar a esta subunidad.
Por lo tanto, el modelo Carrousel sugiere un mecanismo por el cual las proteinas G pueden
reportar la fraccién de receptor ocupado, respondiendo tanto a los niveles de receptores
ocupados como desocupados.

Dentro del régimen de acoplamiento por colision, el sistema puede mostrar DoRA o
tener una curva DoR de G~ libre més sensible (menor ECsg) que la de ocupacion del
receptor (figuras 2.10a y 2.10d, respectivamente). La diferencia fundamental es la relacién
entre la tasa de disociacion entre el receptor y Ga (kff?), y la tasa de hidrolisis de GTP

por Ga (kﬁ?t, figura 2.10b). Si koff > k:Hf , entonces el tiempo de vida del complejo
receptor-Ga no es lo suficientemente largo como para permitir la hidrolisis estimulada por
GAP de GTP en Ga. Por lo tanto, la mayoria de las interacciones entre moléculas de
Ga y receptores desocupados no cambian el estado de Ga, permitiendo que subunidades
Ga activadas por unos pocos receptores se acumulen, aumentando asi la sensibilidad de
la respuesta (figura 2.10d). Notar que en base a los pardmetros de referencia, es mucho
menos probable que una subunidad Ga cambie su estado cuando estd desacoplada que
cuando estd acoplada a receptor (tabla 2.2).

Por el otro lado, cuando kRGt zZ sz}? > koff, hay un alineamiento relativamente
bueno entre las curvas dosis respuesta de Gfv y ocupacion del receptor (figura 2.10a). En
este caso la duracién del complejo receptor-Ga es: (a) suficiente como para permitir que
tanto el intercambio de GDP por GTP estimulado por GEF, como la hidrélisis de GTP
estimulada por GAP ocurran en Ga; y (b) lo suficientemente corta como para permitir
que un receptor ocupado por ligando interactie con varias subunidades Ga. Por lo tanto,
el estado de Ga estd esencialmente determinado por el estado de ocupacién del dltimo
receptor con el cual interactué. Si las proteinas G interactian aleatoriamente con varios
receptores, la fraccién del tiempo que una subunidad Ga estd activa es equivalente a la
fraccién de receptores ocupados. Asumiendo ergodicidad Y, esto equivale a decir que la
fraccién de proteina G activa corresponde a la fraccién de receptores ocupados. Por lo
tanto, el sistema muestra tanto DoRA como robustez a la cantidad de receptores.

2.3.5. Exploracién sistematica del espacio de parametros

En el analisis de la seccion anterior partimos de los parametros de referencia y mo-
dificamos un parametro por vez, observando el comportamiento del sistema en cuanto al
alineamiento de las curvas dosis respuesta y la robustez a la cantidad total de receptores.
Dicho analisis depende fuertemente de los pardmetros de referencia (tabla 2.2) y, como
mencionamos, no todos estan determinados experimentalmente en el SRF. Por lo tanto,
las conclusiones pueden estar sesgadas por los parametros de referencia que utilizamos.

Para obtener conclusiones que no dependan de los parametros de referencia y estén
determinadas tinicamente por la estructura del modelo, analizamos el comportamiento del

9 Bajo la hipétesis ergédica, el estado promedio de una molécula en el tiempo equivale al promedio
poblacional en un instante.
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modelo en una amplia regién del espacio de pardametros. Modificamos cada pardmetro en
8 érdenes de magnitud centrados en el valor de referencia, en escala logaritmica. Debido al
rango relativamente grande escaneado, los pardmetros de referencia son utilizados tnica-
mente como una estimacion grosera de los ordenes de magnitud de cada parametro. Para
explorar el espacio de parametros de manera eficiente usamos la técnica de muestreo por
hipercubo latino (LHS '°, McKay et al. 1979, ver seccién 5.11.2).

Esta técnica consiste en dividir el rango a muestrear de cada parametro en N intervalos,
siendo N el nimero de puntos a tomar. Dentro de cada intervalo de cada parametro, se
determina un valor de manera aleatoria. Para determinar las coordenadas de un punto del
LHS, se elige de manera aleatoria uno de los valores previamente determinados para cada
pardmetro. La eleccién de los valores es sin reposicién, es decir que una vez elegido para
un punto dicho valor no puede ser usado para otro. En adelante nos referimos a los puntos
del espacio de pardmetros muestreados por esta técnica como el conjunto LH.S.

Los parametros que muestreamos por la técnica de LHS fueron las diferentes tasas
de reaccién mostradas en la tabla 2.2. Por consistencia, en el caso de las reacciones de
unién entre dos especies usamos la tasa de pegado y despegado en lugar de la constante de
disociacién. La tnica excepcion fue la tasa de pegado del ligando con el receptor (kOLﬁR),
que elegimos de modo de que la constante de disociacién de esta reaccién sea la unidad
(KPR = kfflf JkE-E =1). Asf nos aseguramos que todas las simulaciones tengan la misma
curva DoR de ocupacién del receptor en el equilibrio, facilitando la comparacion entre las
mismas. Esto es andlogo a adimensionalizar la concentracién de ligando [L] a la K.

El objetivo de este analisis fue estudiar la robustez del sistema a cambios en la cantidad
de receptor. Para ello, simulamos para cada punto en LH S diferentes niveles de receptor,
yendo desde 30 a 3 x 10° receptores por célula. Para cada punto en LHS y abundancia
de receptor simulamos una curva DoR de G~ libre variando la cantidad de ligando. Para
facilitar la interpretacién de los resultados mantuvimos la cantidad de proteina G total
constante en el valor de referencia (tabla 2.2, Thomson et al. 2011). Para cada curva DoR
ajustamos una funcién de Hill (ecuacién 2.40) y guardamos los valores de los parametros
de este ajuste, a saber, Basal, Amplitud, EC5y y n, el coeficiente de Hill.

. L»
G~ = Basal + Amplitud W (2.40)
A continuacién, definimos diferentes subconjuntos dentro de LH S basados en el com-
portamiento de las curvas DoR. Especificamos los criterios para cada conjunto en las
ecuaciones 2.41 a 2.45. El superindice “! denota el valor de los pardmetros cuando la
abundancia de receptores corresponde al valor wt (Rt = 3300 moléculas/célula), mien-

tras que max y min son tomados sobre las diferentes abundancias de receptor para cada
punto del LHS.

10 Latin Hypercube Sampling
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B wt A : wt B wt
Supa = {p € LHS ’asa’l <1ja g Amplitude™ + Basal™ 3/4} (2.41)
Gtat Gtot
maz(ECso) 0.2
Sre = Swa N LHS |————— < 10"“ =1.58 2.42
{p © min(ECs) = (2.42)

Amplitud) — min(Amplitud
Sra = Swa N {pe L g |maziAmplitud) = min(Amplitud) 0.2} (2.43)
Gtot
Spr = Sre N Sra (2.44)
—0.1 E'Cg(})t 0.1
Sra =S N p€ LHS |0.79 = 10701 < 20 < 10! = 1.26 (2.45)
d

El conjunto Sy, (Subset of wildtype amplitude, ecuacién 2.41) corresponde a los puntos
en LHS que tienen amplitud wt, es decir bajo basal y alta respuesta inducida por ligando
a una abundancia wt de receptores. S, (Subset of robust ECsp, ecuacién 2.42) son los
puntos que muestran un ECsy robusto, definido como la interseccién entre los puntos de
Swa ¥ los que mantienen un ECsg relativamente constante a todas las abundancias de
receptor ensayadas. Sy, (Subset of robust amplitude, ecuacién 2.43) es el subconjunto de
amplitud robusta, es decir la interseccién entre Sy, y los puntos que tienen una ampli-
tud relativamente constante a todas las abundancias de receptor. Sy, (Subset of robust
response, ecuacién 2.44) es la interseccién entre Sy. y Syq, es decir, los puntos con una
respuesta robusta. Estos puntos muestran sensibilidad y amplitud robustas, y por lo tanto
una curva DoR independiente de la cantidad de receptores. Finalmente, S,q (Subset of
robust DoRA, ecuacién 2.45) es el subconjunto de los puntos que muestran DoRA robusto,
y esta definido como la interseccion de Sy, y los puntos que muestran un ECsqg casi igual
a la constante de disociacién del receptor (K f'L = 1). Estos puntos muestran robustez a
la cantidad de receptores y alineamiento de las curvas dosis respuesta (DoRA).

De los 10° puntos en LHS, 7.2 % mostraron EC5g robusto (p € S,e) mientras que sélo
1.8 % mostraron amplitud robusta (p € Sy.), sugiriendo que la segunda condicién es més
restrictiva que la primera. De los puntos muestreados, 1.1 % mostraron una respuesta ro-
busta (p € Sy) y por lo tanto responden a la fraccién de receptores ocupados. Finalmente,
s6lo el 0.13% de los puntos mostraron simultdneamente respuesta robusta a la cantidad
de receptores y DoRA (p € S,q).

2.3.6. Visualizar los parametros en una matriz de histogramas muestra
la existencia de restricciones

Para visualizar la distribuciéon de puntos en cada subconjunto, graficamos una matriz
de histogramas, como se muestra en la figura 2.11 para los puntos en Sy,. En la parte
superior de esta figura, cada panel muestra una proyeccion sobre el plano formado por dos
parametros, de todos los puntos del subconjunto Syq.

Muchos de los paneles de la figura 2.11 muestran una “estructura”. Sin embargo, es
dificil determinar si la misma es la esperada o no en base a la distribuciones unidimen-
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sionales de los parametros; es decir, si los histogramas 2D son lo esperado en base a
los histogramas 1D de la diagonal. Para determinar cudles de estos paneles tienen una
distribucién significativamente diferente de la esperada bajo la hipétesis nula (Hp) de in-
dependencia de los pardmetros, realizamos una simulacién de Monte Carlo (N = 10°)
usando el estadistico de Cramér-von Mises (w? = Y (Freq — Hg)?). Determinamos la sig-
nificancia usando el método de Bonferroni para corregir por las multiples comparaciones
realizadas. Los paneles con una distribucion significativamente diferente de Hy se indican
con un asterisco en la parte inferior derecha de la figura 2.11.

Muchos de los paneles de la figura 2.11 muestran diferencias significativas con Hy
(ver tabla 2.5). En algunos de estos paneles hay regiones casi o completamente carentes
de puntos, como en los paneles R45, R47, R48, R57 y R89. En estos casos decimos que
hay una restriccion entre los dos parametros que definen el panel. Por ejemplo, todos los
puntos en Sy, caen por arriba la linea definida por loglg(k:LRG) =17+ loglo(k‘g?), como
se muestra en el panel R45 de la figura 2.11. Esto significa que los puntos en S,,, satisfacen

la restriccién kzg << kLRG (El significado preciso de < se define en la tabla 2.3.) En
otras palabras, curvas DOR con alta amplitud y bajo basal se obtienen iinicamente cuando
la actividad GEF es mucho més alta en receptores ocupados por ligando que en receptores
desocupados, lo que tiene sentido intuitivo.

Observamos otra restriccion en el panel R89 de la figura 2.11, que involucra los paréme—

tros k‘ y kGd (Notar que bajo los supuestos de simetria /-cLRGd = k:RGd = kGd Afs Y
k:LRGd = kad = kG A ecuaciones 2.34 y 2.35.) Estos dos parametros tlenen diferentes
unldades7 sy s7'nM~! respectivamente. Para hacerlos comparables expresamos las

restricciones en términos de Gy, la cantidad total de proteina G (mantenida fija en las
K408 = 55 2 Gy, 1o I .

d et tot, 10 que implica reasocia
cién casi completa de GfS~v con Ga cuando Ga estd unida a GDP.

Debido a que todos los puntos en Sy, satisfacen estas dos restricciones, las llamamos
restricciones necesarias. Por otro lado, hay paneles en los que podemos definir restricciones
débiles. En estos paneles hay regiones casi, pero no completamente, carentes de puntos (e.g.
RA47, R48 y R57 en la figura 2.11). Definimos las restricciones débiles de manera que el

95 % de los puntos del subconjunto las satisfagan.

simulaciones). Haciendo esto obtenemos

Hay dos restricciones débiles sobre k:RGt 11 que podemos ver en los paneles R47 y R57
RG T4 RGt RST . LRG P
de la figura 2.11; kEf < kit < k:Ef . En otras palabras, la tasa de hidrélisis de GTP

por Ga tiene que ser menor que la actividad GEF del receptor ocupado por ligando, pero
més grande que la actividad GEF del receptor desocupado. Es interesante notar que kRGt
es el Unico pardametro que tiene restricciones que lo acotan superior e inferiormente. Esto

1 bajo los supuestos de simetria k5 RGt = kg?t (ecuacién 2.37)

Tabla 2.3: Simbolos de inecuaciones usados pa-

Restriccién Definicién ra definir restricciones. En todo los casos 0 < A
ASB = Be(01,00) y0<B.
A<B = Be(1,00)
A<B = £e€(10,00)
A« B = £e(100,00)
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Figura 2.11: Matriz de histogramas 2D mostrando los puntos en S,,,. Los paneles de la diago-
nal muestran los histogramas unidimensionales, mientras que los paneles en el tridngulo superior
izquierdo muestra histogramas 2D de los puntos proyectados en el plano definido por los pardame-
tros indicados en los margenes. La frecuencia de puntos en cada bin se representa por la escala
de color amarillar-roja. Los paneles en del tridangulo inferior derecho muestran la diferencia entre
la frecuencia de puntos y la esperada asumiendo independencia de los pardmetros (hipdtesis nula,
Hp). La diferencia entre la frecuencia de un bin y la esperada bajo Hy, estd representada por la
escala de colores azul-roja. Los paneles con una distribucién significativamente diferente de Hg se
indican con un asterisco. Paneles correspondientes estan etiquetados con el mismo niimero. Todos
los pardmetros estan en escala logaritmica base 10. Las lineas sélidas representan restricciones
necesarias, mientras que las lineas punteadas restricciones débiles.
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se refleja en el histograma unidimensional de este parametro, que es el inico que tiene un
maximo a valores intermedios.

Combinando R47 y R57 obtenemos kg? < ké?G, que es consistente con R45 (kgjcf R<é5
ké?G). De hecho, para puntos de LH S vale que P(R45|R4A7& R57) = 0.99, es decir que de
los puntos que satisfacen tanto R47 como R57, el 99 % también satisface R45. Este tipo
de relaciones entre las restricciones se muestran en la tabla 2.4.

Probablemente exista estructura en los datos que no es evidente con el método de
visualizacién basado en la matriz de histogramas 2D (figura 2.11) desarrollado en esta
seccién. Sin embargo, este método tiene la ventaja de que las restricciones identificadas
sélo relacionan dos parametros, y por lo tanto son facilmente interpretables.

2.3.7. Restricciones para sensibilidad y amplitud robusta
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Figura 2.12: Matriz de histogramas 2D para los puntos en S,.. Ver leyenda de la figura 2.11.

En la figura 2.12 mostramos la matriz de histogramas 2D para los puntos en S, eso
es, los puntos que muestran un ECsg robusto a la cantidad de receptores. Es interesante
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notar que las restricciones definidas para Sy, (figura 2.11) son satisfechas por los puntos
en Sye (lineas azules en la figura 2.12). Esto es esperable para las restricciones necesarias,
dado que Sye C Swe 2. Sin embargo, podria no ser el caso para las restricciones débiles de
Swa, ya que el 5% de los puntos que no las satisfacen podrian estar sobre-representados
en Spe.

También encontramos algunas restricciones nuevas para Sy, indicadas por lineas na-
ranjas en la figura 2.12. Todas estas nuevas restricciones involucran al parametro k:of 7

ER:G R12 )
Una de ellas, la restriccién R12, puede ser expresada como K RG _ k?{ fG < Ghot, 1.€. que

la constante de disociacion entre el receptor y Ga debe ser menor que la abundancia de
la proteina G. Bajo esta condicién la mayoria de los receptores estan acoplados a proteina
G.

Las otras nuevas restricciones de Sy comparan varios tasas contra k% ff, requiriendo

una reasociacién rapida de Gﬁ’y con Ga (kof 7 << Giot kg?), hidrdlisis rapida de GTP por

kRGt)

receptor acoplado a Ga (k:o Pf y una rapida tasa de intercambio de nucleétido

para Ga acoplado a receptor ocupado (koff <é k:LRG) Todas estas son restricciones
débiles, dado que para cada una el 5% de los puntos en S, no las satisfacen.

En la figura 2.13 mostramos la matriz de histogramas 2D para los puntos con amplitud
robusta (S;4). Como antes, las restricciones para Sy, se satisfacen, como esperamos (al
menos para las restricciones necesarias) dado que Syq C Syq. Hay mas restricciones para
los puntos que tienen una amplitud robusta que para los que tienen ECsy robusto (Sy4),
lo que es consistente con que tener amplitud robusta sea una condicién més restrictiva.

Mostramos las nuevas restricciones para Sy, con lineas violetas en la figura 2.13. Estas
restricciones involucran varios parémetros pero las podemos resumir como requiriendo

R26
baJO kG (< KRS L KEC Gy & kER; B ki) y bajo kgl (& kiG s < kb G Gror;

<<< k:LRG tabla 2.5). En linea con esto, la tinica restriccién necesaria nueva es kR ? };>> kS Iz
i.e. que el intercambio de nucledtidos de Ga desacoplado tiene que tomar mucho més
tiempo que la vida media del complejo entre el receptor y la proteina G. En otras palabras,
para mantener una amplitud robusta, la probabilidad de que Ga desacoplado cambie de
estado tiene que ser baja.

2.3.8. Tener la RGS localizada al receptor es una condicién necesaria
para la robustez a la cantidad de receptores

En la figura 2.14 mostramos los puntos en S, = Sy N Srq, €s decir, los puntos que
tienen amplitud y ECsg robusto a la cantidad de receptores, y que por lo tanto tiene
una curva DoR invariante ante cambios de Ry.:. Incluimos en esta figura las restricciones
definidas para Sy, Sre, Srq ¥ las nuevas restricciones que aparecen para Sy, (lineas rojas
en la figura 2.14). Es interesante notar que las restricciones para Sy, y Syq son satisfechas,
pero que las restricciones para Sy no (ver R18, R17, R15 y R12 en la figura 2.14 y en
la tabla 2.5). Estas eran restricciones débiles, por lo que el 5% de los puntos que no las

umph’an en S, estan sobre-representados en S,.,.. Esto significa que no es necesario tener
bajo kI of f (condicién del régimen de pre-acoplamiento), para tener una curva DoR robusta
a la cantidad de receptores.

126, . esta incluido en Swe
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Figura 2.13: Matriz de histogramas 2D para puntos en S,,. Ver leyenda de la figura 2.11.

Hay sélo dos nuevas restricciones para S, que no aparecen en los subconjuntos ante-

R78
riores. Una es kﬁ?t < Giot kﬁ?, lo que significa que la hidrélisis tiene que ser la reaccion

R67
limitante en la inactivacién de la proteina G. La otra (kgtf < kﬁ?t), es una restriccion
necesaria y requiere que la tasa de hidrdlisis de GTP de subunidades Ga desacopladas
tiene que ser mucho mas lenta que cuando Ga estd acoplada al receptor. Es interesante
notar que esto es exactamente lo que esperamos en sistemas en los que la RGS interactia
fisicamente con el receptor, ya que esto aumenta la hidrélisis sélo cuando Ga esté acopla-
da al receptor. Debido a esto llamamos a R67 la restricciéon de RGS localizado. Para que
esta restriccién tenga efecto sobre el comportamiento del sistema, la hidrélisis de GTP (y

no la reasociacién de Ga con Gf7) tiene que ser la reaccién limitante en la inactivacién

. . .. RT78
del sistema. Por lo tanto, podemos considerar a la restriccion k‘ﬁ?t < Giot k‘g? como un

pre-requisito para la restriccion de RGS localizado.

Freq

} Freq - HO
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Figura 2.14: Matriz de histogramas 2D para los puntos en S,.. Ver leyenda de la figura 2.11.

2.3.9. Debe haber un sélo evento de hidrdlisis de GTP en Ga acoplada
a receptor que haya DoRA robusto

En la figura 2.15 mostramos los puntos en S,.4, es decir, que muestran robustez a la

cantidad de receptores y DoRA. Notablemente, casi todas las restricciones anteriores se
R17

satisfacen para este subconjunto. Esto incluye las restricciones para Sip: kff? < kﬁ?t

R12 R15
se cumple para todos los puntos de S,4, mientras que K f’G < Ghot, kff]q < kﬁffe y

RI18
k:ff? < Gyt k:g? se cumplen por més del 82 % de los puntos de S,4 (ver tabla 2.5).

ao LR BT RGt :
Notablemente, hay una nueva restriccion (koff < kgy ) que involucra la tasa de

despegado entre el ligando y el receptor, el inico parametro que no tenia restricciones en
los subconjuntos anteriores. Esta restriccién requiere que el receptor se mantenga ocupado
el tiempo suficiente para permitir la hidrélisis de GTP por la subunidad Ga acoplada.
Al examinar en mayor detalle la relacién entre la tasa de despegado del receptor con
el ligando y otras pardmetros encontramos una observacién interesante; puntos para los
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Figura 2.15: Matriz de histogramas 2D para los puntos en S,.4. Ver leyenda de la figura 2.11.

que el despegado del ligando del receptor es mas rapido que el desacoplamiento entre el
receptor y la proteina G (kff? > kff?) caen cerca, pero levemente por encima, de la

identidad en el panel RO7 (l’cff]f:'3 = kﬁ?t, circulos verdes en la figura 2.16). Por lo tanto,
estos puntos tienen un despegado del ligando solo levemente mas lento que la hidrolisis
de GTP en Ga acoplada al receptor. Por otro lado, los puntos para los que el receptor
se despega mas rapido de la proteina G que del ligando (kffjcf > kff?), caen sobre la
identidad en el panel R17 (k:ff? R kf}?t, tridngulos violeta en la figura 2.16). Esto quiere
decir que la tasa de hidrdlisis de GTP en Ga acoplada al receptor es aproximadamente
igual a la tasa de desacople entre el receptor y Ga. En resumen, para puntos del espacio de
parametros que muestran DoRA robusto, la tasa de hidrdlisis de GTP en Ga acoplada al
receptor tiene que ser similar a la mayor entre las tasas de despegado de Ga y ligando del
receptor (ecuacién 2.46). En términos bioldgicos esta condicién requiere que, en promedio,
haya un tnico evento de hidrélisis de GTP en el tiempo de vida del complejo ternario

ligando-receptor-Ga.

kﬁ?t ~ max(k:g’];?, k‘f}?) (2.46)



2. Sobre el acoplamiento entre el receptor y la proteina G 50

Figura 2.16: Histogramas 2D invo-

lucrando a los pardmetros kfj?, kfj?)

v kﬁ?t para puntos que muestran res-

puesta robusta a la cantidad de recep-
tores y DoRA (S;4). En cada panel la li-
nea punteada negra marca la identidad
(y = ). Puntos por arriba de la iden-
tidad en el panel RO1 (kff? > kOLf?)
estan graficados como tridngulos viole-
tas, mientras que los puntos debajo de
esta linea (kXSG < kl;H) estan grafica-
dos como circulos verdes en todos los
paneles.

logio(y)

2.3.10. Resumen de restricciones

En la tabla 2.5 resumimos todas las restricciones que encontramos en los diferentes
subconjuntos de LH S. Incluimos todos los paneles en los que encontramos apartamientos
significativos de la hipdtesis nula de independencia de los parametros; los histogramas 2D
de estos paneles no se pueden explicar en basa a una composicién de histogramas de un
solo parametro. En algunos casos, pese a haber “estructura” significativa en el histograma
2D, la misma no se puede resumir por una desigualdad (e.g. R08, R14). De cualquier
modo incluimos estos paneles en la tabla 2.5, indicando para qué subconjuntos muestran
estructura significativa. Por otro lado, la tabla 2.4 indica las probabilidades condicionales
de satisfacer una restriccién, dado que se satisfacen otras.

RM  Probabilidad Condicional(®
R15 P(R15|R17&R57) = 0.93
R18 P R18|R17&R78 =0.95
R23 P R23|R12&R13 =0.88

( )
( )
R26 P(R26|R12&R16) = 0.96 Tabla 2.4: Relaciones entre las diferentes res-
R35 P(R35|R15&R13) = 0.92 tricciones. (1) Etiqueta de la restriccién, como se
P(R35|R37&R57) = 0.80 muestra en la tabla 2.5. (2) Probabilidad condi-
R37 P(R37|R17&R13) = 0.99 cional de la restriccién para puntos en LHS.
R45 P(R45|RAT&R5T) = 0.99
R4S P(RA8|RAT&RTS) = 0.97
R56  P(R56|R15&R16) = 1.00
P(R56|R57T&R6T) = 0.96
( )

R67 P(R67|R16&R17) = 0.997




RO xX®@ G Y@ (5) LHS Sua  Sre Sra S S,

RO7 k[ 107000 < gFG* kLA < kgGt 062 0.63 072 0.69 076 1.00*

RO8 k[ kG4 *

R12 kG 107399 < lbC KEC < Gt 0.67 0.89* 0.95* 0.80* 0.84* 0.82

R13 kG 107240 > kG, KIS >> kG, 046 0.45* 0.31* 1.00* 1.00* 1.00*

R14 kNS kpe * *

R15 kG 107102 < gphe KIS < KRG 0.50 0.81* 0.95* 0.63* 0.72* 0.86*

RI6 k%G 107270 > kG kGG > kG, 041 0.35* 0.27* 0.95* 0.96* 0.95%*

RI7 KRG 107198 < kiG kGG S kR 0.62 0.73* 0.95* 0.53* 0.70* 1.00*

RI8 kG 107146 < kGY kGG < G kG 0.67 083 0.95*% 066 082  0.89

R19 kG kG4 *

R23 kL0 107087 > kg, KRG Gy >> kG, 040 0.61% 0.53% 095% 093* 0.88

R25 kIt¢ kii¢ *

R26 kfC 10702 > kgl kohC Grop >> kfjy 047 0.60% 0.61% 0.95% 0.98*% 0.96

R27 kItC KRG *

R34 K, kp? *

R35 Kk, 107470 < kpHC kG << kY 0.31 0.62* 0.60 0.95* 0.95* 0.96

R36 kG, ki * * * *

R37 kf, 10M70 < kFG kG < kit 0.54 0.62* 0.68* 0.95* 1.00* 1.00

R38 kf; kG4 *

R45 kRS 10M070 < kpHC kR < kpHO 0.64 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00

R4T kRS 10M060 < kFGH kRS < kigt 0.66 0.95* 0.99*% 0.98* 0.99* 0.99

R48 kfS 107007 < kGY kRS << Grot kG 074 0.95% 0.96% 0.94* 097 097

R56 kpFC 107350 > kG, kpFe > kG, 0.44 0.69 0.75  0.95* 0.99* 0.99

R57 kpF9107042 > gfGt kpFe > kpGt 0.57 0.95% 0.95* 0.99* 1.00* 1.00*

R58 kg kG4 * * *

R59 k¢ kG4 * *

R67 Kk, 107290 < gHGt kG < kG 0.50 0.52* 0.66* 0.79  1.00* 1.00

R78 kGt 107240 < kY kGt < Guo KG9 076 0.85* 0.86* 0.86  0.95% 0.95

R79 kG kG4 *

R89 kG4 107160 > G K999 « Gy 0.68 1.00% 1.00% 1.00* 1.00* 1.00
Porcentaje de LHS: 100% 12% 72% 18% 1.1% 0.13%

Tabla 2.5: Restricciones para los subconjuntos definidos en las ecuaciones 2.41 a 2.45. (1) Etiqueta del
panel, como se muestra en las figuras 2.11 a 2.15. (2) Variable X en la mtriz de histogramas 2D. (3) Relacién
exacta definiendo la restriccién. (4) Variable Y en la matriz de histogramas 2D. (5) Restricciones expresadas
en base a los operadores definidos en la tabla 2.3 y usando Gy = 2042 moléculas/célula. Las columnas
LHS, Sya, Sre, Sras Srr, Srq muestran la fraccion de los puntos de cada uno de estos subconjuntos que
satisface la restriccién. Los asteriscos indican diferencia significativa de Hy (ver texto).
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2.4. Verificaciéon experimental del modelo Carrousel

Una de las principales predicciones del modelo Carrousel es que la actividad GAP
localizada al receptor es necesaria para que el sistema responda a la fraccién de receptores
ocupados. Para poner a prueba esta prediccién decidimos expresar en nuestras cepas de
levadura el gen humano RGS/4, un ortélogo de SST2RGS. Cuando se expresa en levaduras,
hsRGS/ inhibe la respuesta a feromona (Druey et al., 1996), se localiza a la membrana
plasmética gracias a su dominio N-terminal, y rescata los fenotipos de Asst2RGS (Srinivasa
et al., 1998). hsRGS4 no tiene dominios DEP, que es el dominio de Sst2R%S que interactiian
con el receptor (Ballon et al., 2006), por lo tanto esperamos que hsRGS4 ejerza su actividad
GAP homogéneamente en la membrana plasmatica y no localizada al receptor.

2.4.1. hsRGS4 se localiza a membrana ain en ausencia del receptor

Para ello sintetizamos un fragmento de ADN que codifica para hsRGS4 y lo clonamos
en un plasmido integrativo de levaduras, rio abajo del promotor constitutivo de actina
(Pact1), usando la técnica de ensamblado de Gibson (ITA '3 ver métodos 5.2.2 y Gibson
et al. 2009). Para detectar facilmente la expresién y localizacién del transgen, fusionamos
en el extremo C-terminal una proteina fluorescente, obteniendo asi el cassette Pacri-
hsRGS4-CFP. En estudios previos se demostré que hsRGS4 mantiene su actividad GAP
cuando es fusionada a GFP (Srinivasa et al., 1998), por lo que no esperabamos que la
fusiéon con CFP afecte su actividad.

Transformamos nuestro plasmido con el constructo Pscor1-hsRGS4-CFP en levaduras
con el reportero Ppgryi-YFP. Para ver el efecto de cambiar el nimero de receptores,
transformamos cepas con el promotor wt de STE2SPCR (ACL394) y con el promotor de
GAL1 reemplazandolo (YAB5302, Pgar1-STE2GPCR) obteniendo las cepas YAB5303 y
YAB5313 respectivamente.

Como se puede ver en la figura 2.17a y 2.17c, las cepas con Pscri-hsRGS4-CFP
muestran una elevada fluorescencia en CFP localizada en la membrana plasmatica. Existe
una diferencia significativa en los niveles de CFP entre ambas cepas, probablemente debido
a diferencias en el nimero de integraciones de Pscr1-hsRGS4-CFP en cada cepa. Sin
embargo, ambas cepas tienen un alto nivel de expresion.

Es interesante notar que la cantidad de hsRGS4-CFP en membrana en la cepa YAB5313
(PGALl-STEQGPCR, PacT1-hsRGS4-CFP) no depende del medio de cultivo (figura 2.17a
y 2.17b). Por otro lado, los niveles de Ste2FPCR en esta cepa son elevados en SC-GalRaf
e indetectables en SC-Glu (figura 2.4a y 2.17b). Por lo tanto la localizacién a membrana
de hsRGS4 no depende de la presencia de Ste2GPCR,

Las cepas con Pyor1-hsRGS4-CFP que construimos expresan la RGS endégena Sst
que interactua fisicamente con el receptor, por lo que era esperable que la actividad GAP
este parcialmente localizada al receptor. Por lo tanto, decidimos deletar el gen SST2RGS en
YAB5303 y YAB5313 obteniendo las cepas YAB5352 (Pacr1-hsRGS4-CFP, Asst2RGS) y
YAB5353 (Pgari-STE2SPCR | Pacri-hsRGS4-CFP, Asst2RGS) | respectivamente. Como
se puede ver en la figura 2.17a, estas cepas mantienen los niveles de hsRGS4-CFP de sus
cepas parentales. En estas cepas esperamos que la actividad GAP esté completamente
deslocalizada.

2RGS

13 Isothermal Assembly o Gibson Assembly
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a _ 251 jbdum Figura 2.17: a) Niveles de ex-
Galraf %:I II presion de hsRGS4-CFP. Crecimos

v |Gl - oY las cepas indicadas en SC-GalRaf

207 (barras rojas, circulos) o SC-Glu

I (barras azules, tridngulos) 'y

154 *g v cuantificamos la  fluorescencia

de CFP asociada a membrana.
Los puntos corresponden a la
1.0 fluorescencia promedio de todas
las células en fotos independientes
(N, = 250 &+ 100), las barras y

Fluorescencia de CFP en membrana (UA)
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PRM1 . ® ® L4 . L
P, -STE2: : } e: 5.10) ¢) Crecimos células de las
hsRGs4-CFP: ° cepas  TCY3002 (Aste2CPCR),
Asst2Rs:

P, YAB5302  (Pgapi-STE2CPCR)
STES-YFPX3: y YAB5313 (PGALI'STEQGPCR7
Pscr1-hsRGS4-CFP)  en  los
medios indicados, las incubamos
con NaF 10mM y cicloheximida
100pg/ml, y las enfrentamos a
50nM de feromona fluorescente
por 6 horas. Seleccionamos células
representativas en los canales de
campo claro, YFP y CFP. Para
las imagenes de fluorescencia se
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ACL379

ACL394
TCY3002
YAB5302
YAB5303
YAB5313
YAB5352
YAB5353
YPP3662
YAB5372

BF

YFP

CFP

,rvg ",‘f'l

Glu GalRaf GalRaf
TCY3002 YAB5302 YAB5313

2.4.2. hsRGS4 reduce la actividad basal del SRF

A continuacion, medimos la actividad basal del SRF en las cepas descritas cuantificando
la expresion del reportero de la via Ppgrysi-YFP. Como se puede observar en la figura
2.18, la expresién de hsRGS4 (ya sea en presencia o ausencia de Sst2R%S endégeno) reduce
significativamente la actividad basal del SRF. Esto confirma que hsRGS4-CFP inhibe la
actividad espontanea de la via de respuesta a feromona.
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14 Figura 2.18: a) Transcripcién basal de
S T Pppran-YFP. Crecimos cepas con STE2CGPCR yt
g 124 R (circulos, barras grises) o con Pgapi-STE2SPCR
é S (tridngulos, barras blancas) en SC-GalRaf, ya
o Al sea con SST2RGS endégena como tinica RGS
s 107 A (ACL394 y YAB5302), con SST2RGS endégena
g ® y hsRGS4 (YAB5303 y YAB5313), o con hsRGS4
o %8 o 4 en cepas Asst2RGS (YAB5352 y YAB5353). Fo-
) Fy tografiamos dichas cepas sin estimulacién previa.
E 0.67 Cada punto representa el promedio (N. = 200)
s It de fotos independientes. Las cajas se extienden
8 041 desde el primer al tercer cuartil, la linea gruesa
S 1 en el centro de cada caja representa la mediana
§ 0.2 Eed y los bigotes se extienden hasta los puntos mas
‘g B Pea~STE2 extremos de la distribucién. Los asteriscos indi-
T g0 | | | can diferencias significativas, calculados por un
SST2 SST2 + hsRGS4 modelo lineal de efectos fijos.

hsRGS4

2.4.3. Reemplazar SST2 por hsRGS4 elimina la robustez a la cantidad
de receptores
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Figura 2.19: a) Curvas DoR transcripcionales de Ppgrys1-YFP para células expresando hsRSG4
y Sst2RGS.| Crecimos cepas con STE2SPCR i (YAB5303, lineas sélidas, circulos) y Pgari-
STE2CPCR (YAB5313, lineas punteadas, tridngulos) crecidas en SC-GalRaf. Estimulamos dichas
células con las dosis indicadas de factor-a (aF) y las fotografiamos. Los puntos representan el
promedio de tres réplicas bioldgicas, cada una con N, =~ 200, y las barras de error el ICgs
de la media. Las lineas punteadas verticales grises indican los valores de EC5¢ de 13 & 1nM y
11 + 1nM para YAB5303 y YAB5313, respectivamente. b) Igual que en a, pero usamos las ce-
pas que expresan hsRGS4 en un background Asst2RCS; YAB5352 (STE2GPCR wt, lineas séli-
das, circulos, ECs59 = 12 + 1nM) y YAB5353 (Pgar1-STE2SPCR | lineas punteadas, tridngulos,
EC50 =504+04 HM).
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El proximo paso fue medir la curva DoR transcripcional de Pprjsi-YFP en las cepas
que expresan hsRGS4 y la RGS enddgena Sst2R&S. Como podemos ver en la figura 2.19a,
en estas condiciones incrementos en la cantidad de receptores no producen aumentos de la
respuesta. La cepa que sobre-expresa el receptor (Pgari-S TEQGPCR), tiene una respuesta
a dosis saturantes de factor-a levemente menor que la cepa que sub-expresa el receptor
(S TE2GPCR 4t ambas cepas crecidas en SC-GalRaf). Por otro lado, tampoco se observa
un cambio importante en el ECsy entre estas dos condiciones, pasando de 13 + 1nM a
11 £ 1nM, ante un aumento de méas de 5 veces en la cantidad de receptores (figura 2.4a).
Por lo tanto, las cepas que expresan tanto hsRGS4 como Sst2RGS siguen mostrando una
respuesta robusta a la cantidad de receptores '*. Esto no es del todo inesperado basado
en las predicciones del modelo Carrousel, ya que en estas cepas Sst2RGS interactia con
el receptor, y por ende sigue habiendo actividad GAP localizada. Notar que los diferen-
tes niveles de hsRGS4-CFP expresados en estas cepas (figura 2.17a) no generan grandes
diferencias a nivel transcripcional (figura 2.19a).

Por lo tanto, decidimos medir las curvas DoR a feromona en las cepas que tienen
hsRGS4, pero no la RGS endégena SST2RGS (Pacri-hsRGS4-CFP, Asst2RGS). En estas
condiciones observamos un aumento en la amplitud y la sensibilidad de la respuesta al
aumentar la cantidad de receptores (figura 2.19b). La amplitud aumenté un 30 £ 6 %,
mientras que el EC5g disminuy6 de 12+ 1nM a 5.0 £ 0.4nM (es decir un 58 %).

Aunque estos cambios pueden parecer modestos, es la primera vez que se observa un
aumento en la senalizacion al aumentar la cantidad de receptores en el SRF. Es decir que
se invirtié la relacién observada en células wt, donde aumentar la cantidad de receptores
produce una pequena disminucién en la amplitud de la respuesta.

Nos preguntamos cudl es el efecto predicho por el modelo Carrousel en condiciones
similares a las del experimento de la figura 2.19b. Para ello, aumentamos la tasa de
hidrélisis de GTP en Ga desacoplada al mismo valor usado para Ga acoplada a receptor
(kG = k:fl?t = 0.11s71, ver tabla 2.2). De este modo simulamos una alta actividad GAP,
que no depende del estado de acoplamiento de Ga con el receptor, como esperamos en
células con hsRGS4 en lugar de Sst2RGS. En estas condiciones simulamos abundancias de
receptor de alrededor del 30 % y 150 % de la cantidad normal (R ~ 1000 y 5000 respec-
tivamente), comparable a lo observado experimentalmente (figura 2.3a). Como se observa
en la figura 2.20 el corrimiento de la curva DoR de GB~ libre es comparable al observado
en la respuesta transcripcional de la figura 2.19b; la amplitud aumenté un 52 % y el ECsq
se redujo un 32 % al pasar de 1000 a 5000 receptores totales por célula.

El modelo Carrousel simula la activacién de la proteina G, mientras que en el expe-
rimento medimos la respuesta transcripcional. Por otro lado, no hicimos un ajuste del
modelo a nuestros datos, sino que nos basamos en valores bibliograficos o estimaciones
manuales para determinar los parametros. Mas adin, no tenemos ninguna estimacién de
la tasa de hidrolisis estimulada por hsRGS4, sino que asumimos que es la misma que la
estimulada por Sst2RSS acoplada al receptor. Por lo tanto, no es esperable que el modelo
Carrousel explique cuantitativamente los datos de respuesta transcripcional. Sin embargo,
el resultado de la figura 2.20 sugiere que el corrimiento de la curva DoR transcripcional
obtenido en las cepas hsRGS/ Asst2RGS (figura 2.19b) es del orden esperado.

14 aunque con menor basal, amplitud y sensibilidad que la respuesta wt (comparar figura 2.19a con 2.5¢)
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2.4.4. Reemplazar SST2 por hsRGS/ aumenta la variabilidad

Hay una considerable variabilidad célula a célula en los niveles de Ste2GPCR como
se puede observar por unién de feromona fluorescente (figura 2.21). Para cuantificar esta
variacién usamos el estadistico n? = 02/z2, el cociente entre la varianza y el cuadrado
de la media (Elowitz et al., 2002; Colman-Lerner et al., 2005). Cuando son crecidas en
SC-GalRaf, las células con STE2PCR wt tienen n? = 0.42 4+ 0.06 para la cantidad de
feromona fluorescente unida, similar a la obtenida en células con Pgari1-S TEQGPCR, de
n? = 0.53 £ 0.07.

Si las células miden la fraccién de receptores ocupados, esta variabilidad en la cantidad
total de receptores no deberia propagarse rio abajo por la via de senalizaciéon hasta la
respuesta transcripcional medida. Consistente con esto, las cepas con SST2RGS endégeno
(sin hsRGS4) muestran una variabilidad en la expresién del gen reportero Ppgrysi-YFP
de 7% = 0.35 £ 0.09, independiente de la dosis de factor-a, y que no se ve afectada por la
abundancia de Ste2GP“R (puntos grises en la figuras 2.22a y 2.22b)

Por otro lado, células en las que el mecanismo responsable de determinar la fraccién
de receptores ocupados a sido comprometido, deberian mostrar una mayor variabilidad
célula a célula. En cepas que expresan tanto hsRSG4 como SST2RGS endégeno se observa
una variabilidad més grande y dosis-dependiente en el reportero transcripcional del SRF
(figura 2.22a). Este aumento en la varianza se puede deber a una disrupcién parcial de
la senalizacién normal, y/o a una propagacién de la variabilidad células a célula en los
niveles de hsRGS4-CFP (n? = 0.24 + 0.11, medido por fluorescencia total en el canal de
CFP).

La delecién de SST2RSS en estas cepas produce un aumento adicional de la variabi-
lidad de la respuesta, especialmente a dosis de factor-a cercanas al EC5g (figura 2.22b).
Por lo tanto, Sst2RGS tiene un rol supresor de la variabilidad, incluso cuando estd co-
expresado con hsRGS4. Esto es consistente con el requerimiento critico de la actividad
GAP localizada para el mecanismo responsable de responder a la fracciéon de receptores
ocupados.



Variacion en la fluorescnia de YFP Q)

2. Sobre el acoplamiento entre el receptor y la proteina G 57

1.8
WT
1.6 1
Py STE2
s 14
=
m . . . .’ .
N 12 Figura 2.21: Distribucién de la cantidad de
g Ste2GPCR medido por el pegado de feromona mar-
E 1.0 cada fluorescentemente, para células con STE2EPCR
S g (YAB5303, histograma gris) y con Pgar-STE2GPCR
2 - (YAB5313, histograma blanco) crecidas en SC-GalRaf.
qa) 0.6 - Notar que el eje = estd en escala logaritmica. N, >
o 1000 por histograma.
-
0.4
0.2
L
0.0 , . ! ! ,
10° 10* 10° 10°
Feromona fluorescente por célula (UA)
30T SsT2+ nerGsa b 30 T sz + hsRGS4 -|-
—e— WT —e— WT
o
2.5 & Py, ~STE2 & 2.5 4" Pga,~STE2
)
SST2 Endégeno g SST2 Endégeno
204 —— WT c 204 —*— WT
o | A -
G -~ PGALl—STEQ 8 W A P STE2
~ T 5~
t”> 3 ﬁ 1.5
= g =
C
@ 1.0
c
9
S /
ks 054 4 _I o
> I - - 0-\_ / \.
T T T 00 T T T T T T
0 1 10 100 1000 0 0.1 1 10 100 1000
[aF] (nM) [aF] (nM)

Figura 2.22: a) Variacién total de YFP para las cepas con SST2R%S endégeno (ACL394,
STE2GPCR wt circulos y lineas sélidas grises; YAB5302 Pgar-STE2CPCR | tridngulos y lineas
punteadas grises), y para células expresando hsRGS/ ademés de SST2RGS endégeno (YAB5303,
STE2GPCR it circulos y lineas sélidas negros; YAB5313 Pgari-STE2GPCR | tridngulos y lineas
punteadas negras). Cada punto es el promedio de tres réplicas bioldgicas y las barras de error mues-
tran el ICg5 del 2. b) Igual que en a, pero para células hsRGS4 Asst2RGS (YAB5352, STE2CGPCR
wt, circulos y lineas sélidas negros; YAB5353 Pgap1-STE2SPCR | tridngulos y lineas punteadas
negras).
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2.5. Discusion

2.5.1. La proteina G reporta fraccion de receptores ocupados

La motivacion del trabajo realizado en este capitulo fue la observacién de que el ali-
neamiento de las curvas dosis respuesta, en combinacion con la robustez a la cantidad de
receptores, implican que la respuesta de la via es directamente proporcional a la fraccion
de receptores ocupados. Esta propiedad del sistema es interesante desde una perspectiva
de transmisién de informacion, ya que permite transducir una senial de una manera fide-
digna adin en presencia de variaciones en el niimero de componentes del sistema. Estas
variaciones son ubicuas en los sistema biolégico, no solo entre individuos, sino también en
la misma célula a lo largo del tiempo.

Mapeamos experimentalmente el punto de acciéon del mecanismo responsable de repor-
tar la fraccién de receptores ocupados rio arriba del reclutamiento a membrana de Steb,
es decir, a la interaccién entre el receptor y la proteina G. Por otro lado, para determi-
nar una fraccién hace falta estimar dos cantidades, como pueden ser cantidad activa y
total, o cantidad activa e inactiva. Por lo tanto, los receptores desocupados deben estar
senalizando de algin modo.

2.5.2. El modelo Carrousel sugiere un mecanismo de medicién de frac-
cién de receptores ocupados

Para explorar cémo este sistema mide la fracciéon de receptores ocupados, construimos
un modelo de la interaccion entre el GPCR y la proteina G heterotrimérica. El modelo
Carrousel que desarrollamos es una extensién del modelo de complejo ternario (TCM),
que incorpora los multiples estados de activacién de la proteina G.

Analizando este modelo encontramos un mecanismo capaz de explicar el fenémeno
de robustez a la cantidad de receptores y alineamiento de las curvas dosis respuesta. El
mismo se basa en que el receptor interactiia con la proteina RGS. Por lo tanto, cuando
el receptor estd desocupado el complejo receptor-RGS inactiva a la proteina G. Si, por
el contrario, el receptor estd ocupado por ligando, entonces el complejo receptor-RGS
activa la proteina G. Si ademds las subunidades Ga libres tienen baja probabilidad de
intercambiar o hidrolizar su nucleétido de guanina, entonces su estado de activacion va a
estar basicamente determinado por el estado ocupacional del ultimo receptor con el que
interactuaron. En el régimen de acoplamiento por colisién las subunidades Ga interactian
aleatoriamente con receptores ocupados y desocupados. Consecuentemente, la fraccion de
tiempo que una subunidad Ga estd activa equivale a la fraccion de receptores ocupados.
Asumiendo ergodicidad, esto significa que en el equilibrio la fracciéon de proteinas G activas
también corresponde a la fraccién de receptores ocupados.

Para obtener conclusiones generales sobre la estructura del modelo Carrousel, y no
un conjunto particular de pardmetros, realizamos una exploracién del comportamiento en
una amplia region del espacio de parametros, centrada en los parametros de referencia.
Este analisis permitié obtener un conjunto de restricciones necesarias para que el sistema
reporte la fraccién de receptores ocupados. Estas restricciones constituyen predicciones
centrales ' (Cedersund y Roll, 2009) que no dependen de los pardmetros particulares
usados y sugieren experimentos concretos para falsear el modelo.

1 L
5 Core predictions
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La prediccién del modelo Carrousel mas relevante desde el punto de vista bioldgi-
co, es que la actividad GAP localizada al complejo formado entre Ga y el receptor es
indispensable para que el sistema reporte fraccién de receptores ocupados. Verificamos
experimentalmente esta prediccién en el SRF, donde esta interaccién estd mediada por los
dominios DEP de Sst2R%S y el dominio C-terminal de Ste2SPCR (Ballon et al., 2006).

Otra prediccién interesante del modelo Carrousel es que, para que haya DoRA, la
tasa de hidrélisis de GGTT acoplado a receptor tiene que ser aproximadamente igual al
méximo entre la tasas de despegado del ligando y Ga con el receptor (ecuacién 2.46).
Debido al despegado extremadamente lento del factor-a del receptor en el SRF (Bajaj
et al., 2004; Jenness et al., 1983), esto significa que la tasa de hidrélisis y de desacople del
complejo entre Ga y el receptor tienen que ser aproximadamente iguales. Notablemente, las
tasas publicadas para estas reacciones cumplen esta condicién (table 2.2). Por otro lado,
esta condicion aparentemente restrictiva podria estar asegurada si estas dos reacciones
estuviesen acopladas a nivel molecular.

2.5.3. El mecanismo propuesto explica varios resultados experimentales

Varios resultados publicados apoyan un rol inhibitorio del complejo receptor-RGS,
como sugiere el modelo Carrousel:

(1) En el screening original de mutantes que no arrestan el ciclo celular en respuesta a
feromona, Hartwell encontré que mutantes ste2 ' elevan la produccién de factor-a
en células MATa un 250 %, mientras que otros mutantes ste reducen esta secrecién
(Hartwell, 1980). Hoy sabemos que la produccién y secrecién de feromona aumenta
con la actividad del SRF (Achstetter, 1989).

(2) Alelos del receptor que no unen factor-«, expresados en células wt, tienen efectos de
dominancia negativa (DN), es decir que inhiben la respuesta de receptores wt (Dosil
et al., 1998, 2000; Gehret et al., 2012; Leavitt et al., 1999).

(3) No se observan efectos de DN si el alelo del receptor que no une factor-a expresado
estd truncado en el extremo C-terminal (Dosil et al., 2000; Gehret et al., 2012). Este
dominio de Ste2GPCR no es necesario para la sefializacién (Blumer et al., 1988a),
pero si para la interaccién con Sst2RGS (Ballon et al., 2006). Tampoco se observa
efectos DN si estos alelos se expresan en cepas Asst2R9S (Gehret et al., 2012).

(4) La sefializacién basal estd aumentada en células Aste2GPCR (Sommers et al., 2000),
un fenotipo complementado por expresién episomal de STE2GPCR | pero no de un
alelo truncado en el extremo C-terminal del receptor (Dosil et al., 2000).

(5) Truncamiento del dominio C-terminal del receptor resulta en una senalizacién basal
elevada y defectos en la adaptacién, y estos fenotipos son recesivos al receptor wt
(Konopka et al., 1988; Reneke et al., 1988).

(6) La senalizacién basal por un alelo constitutivamente activo del receptor disminuye
si se co-expresa con receptor wt (Dosil et al., 2000; Gehret et al., 2012; Sommers
et al., 2000), pero aumenta si se co-expresa con un receptor truncado (Gehret et al.,
2012).

16 alelos no funcionales de STE2SFCR
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De los resultados mencionados arriba, notar que la interaccion entre el dominio C-
terminal de Ste2GPCR y el dominio N-terminal de Sst2RS es critica para la inhibicién de
la proteina G por receptores desocupados.

Notablemente, el arresto del ciclo celular inducido por feromona es robusto al nivel de
expresion de Ste2GFPCR en células wt, pero no en células Asst2RGS (Shah y Marsh, 1996).
Esto es consistente con el modelo Carrousel, ya que no esperamos que células Asst2RGS
cumplan con la restriccion de RGS localizado.

Como otra corroboracién de las predicciones del modelo decidimos hacer un experi-
mento mas riguroso; en lugar de eliminar la RGS buscamos deslocalizarla, de manera que
actie homogéneamente sobre todas las subunidades Ga independientemente de si estan o
no acopladas al receptor. Para hacer esto, reemplazamos SST2RGS endégeno con el ortélo-
go humano hsRGS4 que actia como GAP de Gpal®®, no tiene dominio DEP y se localiza
a la membrana de manera independiente del receptor. Como predice el modelo Carrousel,
esta cepa tiene una respuesta dependiente de la cantidad de receptores y por lo tanto no
responde a la fraccién de receptores ocupados.

Las células usan diferentes mecanismos para atenuar el efecto de la variabilidad intrinse-
ca y extrinseca (Swain, 2004; Thattai y van Oudenaarden, 2001). Nuestros resultados su-
gieren que medir la fraccién de receptores ocupados es uno de estos mecanismos, evitando
la propagacién de la variabilidad célula a célula en la abundancia de receptores a la salida
del SRF. Consistentemente, Sst2RS tiene una funcién supresora de ruido (Dixit et al.,
2014; Siekhaus y Drubin, 2003), atin cuando se co-expresa con hsRGS4 (figura 2.22), pero
no afecta la variabilidad en la abundancia de receptores (Venkatapurapu et al., 2015).

Dixit y colaboradores (Dixit et al., 2014) reportaron que cepas con gpal-G302S (un
alelo de Ga con una interaccién reducida con Sst2RGS| DiBello et al. 1998) tienen una
variabilidad basal del SRF aumentada, equivalente a la de Asst2RGS | 1o que es consistente
con nuestro modelo. Por otro lado, y contrariamente a lo esperado en base al modelo
Carrousel, mostraron que cepas con sst2-Q304N (una mutacién puntual en uno de los
dominios DEP que reduce la afinidad por el dominio C-terminal de Ste26PCR. Ballon
et al. 2006) tienen una variacién wt en la activaciéon del SRF. Sin embargo, la afinidad
por el receptor no esta totalmente eliminada en sst2-Q304N, ya que la sobre-expresion de
Ste2GPCR 4t rescata en gran medida el fenotipo de este mutante (Ballon et al., 2006).
Esto dificulta la interpretacion de este resultado.

2.5.4. Existe evidencia en contra del modelo de pre-asociacién

La interpretacion vigente sobre el modo de funcionamiento de la via de respuesta
a feromona propuesta en la literatura es que el receptor Ste2GFPCR estd pre-acoplado a
la proteina G, y que este acoplamiento requiere el dominio C-terminal de Ste2GPCR y
la presencia de Sst2RGS (Shah y Marsh, 1996; Dosil et al., 1998; Leavitt et al., 1999;
Dosil et al., 2000; Sommers et al., 2000). En esta vision, el efecto de dominancia negativa
(DN) se explica por el secuestro de la proteina G por receptores no activables. Segun
esta hipdtesis el efecto DN deberia ser rescatado por la sobre-expresiéon de la proteina G.
Esto se observa de manera parcial, s6lo para algunos alelos de receptores DN (Leavitt
et al., 1999; Dosil et al., 1998). Por otro lado, este modo de funcionamiento predice que
deberia haber un efecto de dominancia negativa significativo tinicamente a altos niveles
de expresion del alelo de receptor no activable por feromona (comparados con los niveles
de receptor wt). Sin embargo, el efecto de dominancia negativa se puede observar a bajos
niveles de expresién de los receptores mutantes (Gehret et al., 2012) y a bajos relaciones



2. Sobre el acoplamiento entre el receptor y la proteina G 61

entre receptores mutantes y wt (Leavitt et al., 1999).

Otra debilidad de la hipétesis del pre-acoplamiento es que para explicar la falta de efec-
to DN en cepas Asst2RGS o con receptor truncados en el extremo C-terminal, es necesario
postular que la interaccién entre el receptor y la proteina G requiere el dominio C-terminal
de Ste2SPCR v 1a presencia de Sst2RGS (Dosil et al., 1998, 2000; Gehret et al., 2012; Lea-
vitt et al., 1999; Shah y Marsh, 1996). Weiner et al. 1993 especificamente buscaron, pero
no pudieron encontrar, evidencia de que Sst2R“S modula la interaccién entre Ste2GPCR
y Gpal®. Por otro lado, si la presencia de Sst2RGS fuese necesaria para el acoplamiento
entre Ste2GPCR v Gpal@®, cepas Asst2R5S no deberfan poder senalizar. Sin embargo, no
se observa ninguna reduccién de la amplitud de la respuesta en cepas Asst2RGS.

2.5.5. Hay efectos de Sst2RGS independientes a la interaccién con Ste2GPCR

A lo largo de este capitulo hemos supuesto que deletar a SST2RS es funcionalmente
equivalente a evitar su unién al receptor. Sin embargo, se conocen funciones de Sst2RGS
independientes al dominio C-terminal de Ste2GTCR. Estas funciones estén relacionadas con
la recuperacién del arresto del ciclo celular inducido por feromona (Reneke et al., 1988;
Konopka et al., 1988; Siekhaus y Drubin, 2003; Chinault et al., 2004; Weiner et al., 1993).

La regién N-terminal de Sst2RSS| que contiene a los dominios DEP, es absolutamente
requerida para su funcién (Ballon et al., 2006; Dohlman y Slessareva, 2006; Hoffman et al.,
2000). Esto sugiere que Sst2RGS
sitios en membrana, més alld del dominio C-terminal de Ste26PCR |y que esta interaccién
es necesaria para la recuperacion del ciclo celular. Consistente con esto, varias interacciones
fisicas fueron detectadas en un screening de dos hibridos usando el dominio N-terminal
de Sst2RGS como anzuelo 7, y varias de las proteinas encontradas tiene dominios trans-
membrana predichos (Burchett et al., 2002). Por lo tanto, Sst2RGS podrfa tener varios roles
funcionales, permitiendo al sistema medir la fraccion de receptores ocupados, promoviendo
desensitizacion a tiempos largos y contrarrestando la actividad espontanea de la proteina
G (Siekhaus y Drubin, 2003). Vale la pena mencionar que todos estos roles dependen de
la bien establecida actividad GAP de Sst2RGS. Otra funcién recientemente reportada de
Sst2RGS | que no depende de su actividad GAP, es promover la retencién de Ste2GPCR en
la membrana plasmética (Venkatapurapu et al., 2015).

podria interactuar mediante su regién N-terminal con otros

2.5.6. Los GPCR forman dimeros

Los receptores acoplados a proteina G forman dimeros (Milligan, 2004; Park et al.,
2004). Esto ocurre para muchos GPCRs diferentes, incluido el receptor a feromona Ste2GPCR
(Overton y Blumer, 2000; Overton et al., 2005). En el SRF no hay unién cooperativa entre
la feromona y el receptor, aunque si se detectd algin grado de cooperacién en la activacion
de la proteina G (Chinault et al., 2004; Gehret et al., 2012).

En este trabajo ignoramos el hecho de que el receptor sea un dimero, lo que equivale
a asumir senalizacién independiente por cada mondémero. Este supuesto fue hecho para
mantener al modelo Carrousel inteligible, pero cualquier efecto debido a la dimerizacién
del receptor puede ser interpretado como una capa adicional de complejidad que actia por
sobre los efectos capturados por el modelo Carrousel. Es decir, no hay motivos para pensar
que los efecto debidos a la dimerizacién del receptor invalidan el mecanismo propuesto.

7 bait



3. SOBRE LA INTERACCION ENTRE LA PROTEINA G Y STE5

3.1. Introduccion

3.1.1. Steb es un punto de regulacién clave en el SRF

El control de la actividad de Steb es un punto regulatorio clave del SRF. Como se
explicd en la seccién 1.6, el reclutamiento a membrana de Steb parece ser el punto de
accién del feedback negativo dependiente de Fus3MAPK que modula la amplitud de la
respuesta (Yu et al., 2008a). Aunque el blanco especifico de Fus3MAPK responsable de
esta regulacién no ha sido identificado, si se ha reportado que tanto Ste5 como Sted©?
son fosforilados por Fus3MAPK en respuesta a feromona (Feng et al., 1998; Kranz et al.,
1994; Malleshaiah et al., 2010; Flotho et al., 2004). La fosforilacién de Steb por Fus3MAPK
modula la afinidad entre Ste5 y Fus3MAPK 1o que a su vez modifica la actividad del sistema
(Malleshaiah et al., 2010). La unién entre Ste5 y Fus3MAPK induce la autofosforilacién de
Fus3MAPK 1o que también resulta en una modulacién del sistema (Bhattacharyya et al.,
2006). El hecho de que Steb y las MAP kinasas asociadas senalicen desde la membrana
(y no desde el citoplasma) parece modular la senial, promoviendo un respuesta gradual en
lugar de una transicién abrupta de apagado a prendido (switch like response, Takahashi y
Pryciak 2008).

El reclutamiento a membrana de Steb esta principalmente mediado por la interaccion
del dominio RING-H2 de Ste5 con Ste4%? (Pryciak y Huntress, 1998; Feng et al., 1998).
Sin embargo, otros dominios de Steb estan involucrados en su reclutamiento a membra-
na. Un dominio anfipatico N-terminal de Steb, llamado PM !, interactiia directamente
con fosfolipidos de la membrana plasmatica y es requerido para un reclutamiento efecti-
vo (Winters et al., 2005). Otro dominio de Steb con homologia a pleckstrina (PH), que
se superpone parcialmente con el dominio de unién a Stel1MAPKKK “tiene afinidad por
fosfoinositidos y también serfa importante para el reclutamiento a membrana (Garrenton
et al., 2006). Otras interacciones indirectas también podrian contribuir a la localizacién
a membrana de Ste5. Por ejemplo, Ste5 interactia con Beml (Leeuw et al., 1995; Lyons
et al., 1996), una proteina de andamiaje que une a Ste20PAK | la GTPasa pequenia Cdc42
y su GEF Cdc24 (Slaughter et al., 2009). Estas proteinas estan involucradas en el estable-
cimiento de la polarizacién celular.

Se ha reportado que el reclutamiento a membrana de Sted estd regulado por el ciclo
celular, inhibiéndose por la actividad de la CDK 2 en la fase G1. Esta kinasa fosforila a
Steb en al menos ocho sitios que flanquean al dominio PM, reduciendo la afinidad de este
dominio por la membrana debido a la repulsién electrostatica entre los grupos fosfatos
y los fosfolipidos de membrana (Strickfaden et al., 2007). También estd reportado que la
degradacién de Steb, por un mecanismo dependiente de proteasoma, es regulada por el
ciclo celular (Garrenton et al., 2009).

1 del ingles Plasma Membrana
2 Cyclin Dependent Kinase
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3.1.2. El reclutamiento a membrana: punto de activacion y medicién

El reclutamiento a membrana es un fenémeno cominmente observado en varios siste-
mas de transduccién de senales. La informacion de la senal extracelular tiene que atravesar
la membrana, el citoplasma y la envoltura nuclear para poder tener algin efecto sobre el
patrén transcripcional de la célula. Aunque se han descrito diversos mecanismos que llevan
acabo esta transmisién de informacién, uno recurrente es la activacién de componentes ci-
toplasmaéticos en la membrana plasmética, que una vez activos se translocan al nucleo o
activan a otros efectores que lo hacen. Consideraciones teéricas muestran que el recluta-
miento a membrana tiene la ventaja, por sobre la activacion en solucion en el citoplasma,
de que co-localiza a los componentes citoplasméticos con componentes rio arriba acti-
vados, aumentando la concentracion efectiva de los mismos y acelerando su activacién
(Kholodenko et al., 2000).

La utilizacién de proteinas de fusién entre GFP (o sus variantes) y componentes de
vias de transduccién de seniales que se reclutan a membrana, ha permitido estudiar este
paso de activacién. Por ejemplo, el reclutamiento a membrana de la proteina kinasa C
(PKC) en diversos cultivos de células de mamiferos y ante varios estimulos fue medido de
manera cualitativa (Sakai et al., 1997) y cuantitativa (Oancea y Meyer, 1998; Pinton et al.,
2002). En estos estudios se realizaron transfecciones transientes de la proteina quimérica,
en donde la misma estaba altamente sobre-expresada. Esto permitié tener una muy buena
senial y cuantificar la cantidad de fluorescencia en membrana en células individuales. En
levaduras, proteinas de fusién entre GFP y Sted se han utilizado para demostrar que el
reclutamiento a membrana de la proteina de andamiaje Steb es necesario y suficiente para
la induccién de genes de respuesta a feromona (Pryciak y Huntress, 1998).

Medir el reclutamiento a membrana de Steb tiene varias ventajas por sobre otros pasos
de activacion. En primer lugar, puede ser medido por microscopia de fluorescencia in vivo,
incluso durante los primeros segundos después de la estimulacion con feromona. En segun-
do lugar, es el proceso biolégico de interés y no un reportero externo que potencialmente
puede interferir con la respuesta. Por lo tanto, la medicién del reclutamiento de Steb a
membrana es una medicién directa y en tiempo real de la via de transduccién.

3.1.3. La abundancia de Ste5 podria definir relaciones de compromiso

Sted es uno de los componentes del SRF presente en menor cantidad. Existen varias
estimaciones independientes de su abundancia reportadas en la literatura. Dos estudios
usaron espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS) para medir la concentracién
en el citoplasma de Steb, resultando en 34nM y 35nM (Maeder et al., 2007; Slaughter
et al., 2007). Considerando un volumen de citoplasma de 36 fl (Uchida et al., 2011), esto
corresponde a 737 y 759 moléculas/célula, respectivamente. Ambos estudios fueron reali-
zados en cepas del background genético S288c. En otro estudio realizado por Gordon et al.,
usaron YFP purificada para calibrar la senal obtenida en un microscopio de fluorescencia,
que luego usaron para medir la cantidad de YFP-Steb expresado a partir del promotor
enddgeno de STE5. Esto resulté en una estimaciéon de 434 + 34 moléculas/célula (Gordon
et al., 2007).

Por otro lado, una estimacién usando western blot cuantitativo resulté en un valor
de 484 + 60 moléculas de Steb por célula (Thomson et al., 2011). En este trabajo se
usaron anticuerpos contra Steb, calibrados usando Steb purificado mezclado en cantidades
conocidas con un extracto de proteinas de células Asted. Ademaés de medir la abundancia
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de Steb, se midieron otros componentes del SRF usando el mismo protocolo de western
blot cuantitativo. Esto resulté en una abundancia de 2045 + 107 moléculas de StedS5,
2390 + 262 moléculas de Gpal®® y 6622 + 361 moléculas de Ste26PCR por célula. Debido
a que este estudio fue realizado sobre las mismas cepas de background genético W303a
usadas en esta tesis, y que varias proteinas de interés fueron medidas, nos basamos en
estas determinaciones de abundancias.

A diferencia de otros componentes de SRF, la transcripcién de STE5 no se induce en
respuesta a feromona (Roberts et al., 2000; Maeder et al., 2007; Slaughter et al., 2007).
Sin embargo, debido al arresto del ciclo celular causado por el factor-a, la cantidad de
Steb aumenta lentamente durante la respuesta con un tiempo medio de duplicacién de 90
minutos.

Es llamativo que haya ~4 veces mas proteina G que Steb. La visién tradicional de los
procesos de transduccion de senales es que hay una amplificacién de la sefial a medida
que se avanza por la via de senalizacién; unas pocas moléculas activas de componentes rio
arriba pueden activar a muchas moléculas de componentes rio abajo. Sin embargo, este
no parece ser el caso en el SRF donde hay més receptor que proteina G, y mas proteina
G que Steb.

Steb es una proteina de andamiaje; une a los componentes de la cascada de kinasas
compuesta por StellMAPKKK, Ste7MAPKK y Fus3MAPK  Egtas interacciones mantienen
a los componentes de la casada de kinasas en una disposicién espacial que facilita el
proceso de senalizacién (Herskowitz, 1995). Steb es necesaria para la propagacién de la
senal (Pryciak y Huntress, 1998). Sin embargo, estudios tedricos sugieren que tener un
exceso de proteina de andamiaje puede reducir la amplitud de la respuesta (Levchenko
et al., 2000; Thomson et al., 2011). En una situacién donde hay exceso de proteina de
andamiaje en relacién a la abundancia de las kinasas que une, la probabilidad de que se
forme un ensamble conteniendo todas las kinasas de la cascada disminuye drasticamente.
Por lo tanto, estos estudio predicen una concentracion éptima de proteina de andamiaje,
a la cual la sefalizacion es méaxima. Esta prediccién fue confirmadas experimentalmente
para el SRF (Chapman y Asthagiri, 2009).

Durante su tesis doctoral, Ty Thomson desarrollé un modelo detallado y exhausti-
vamente documentado del SRF (ver YeastPheromoneModel.org y Thomson et al. 2011).
Dicho modelo fue ajustado a datos de reclutamiento a membrana de Steb que adquirimos
durante mi tesis de grado. Una de las principales conclusiones del andlisis de este modelo
fue que la senalizacién basal depende fuertemente de la abundancia de Ste5. Por lo tanto,
el modelo predice que hay relacion de compromiso en la abundancia de Steb para tener una
buena amplitud de la respuesta en presencia de feromona, pero un basal de senalizacion
bajo.

3.1.4. Objetivos especificos

Debido a la importancia regulatoria de Sted, decidimos estudiar las propiedades bio-
quimicas de la interaccién entre Steb y sus sitios de unién en membrana, constituidos por
las subunidades G~ libres de la proteina G heterotrimérica. Ademas de obtener estima-
ciones de los parametros bioquimicos de interés, deseamos estudiar como los mismos varian
durante la respuesta, ya que esto podria sugerir puntos de accién de mecanismos de mo-
dulacién como el feedback negativo de Fus3MAPK, Una estimacién adecuada de la afinidad
entre Steb y sus sitios de unién, nos permitird extender el modelo Carrousel, de modo de
incorporar el reclutamiento a membrana de Ste5. Esto, podria permitirnos derivar nuevas
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predicciones de nuestro modelo, susceptibles a ser probadas experimentalmente. Por otro
lado, dado la abundancia llamativamente baja de Steb y los resultados tedricos que indi-
can que ésta puede establecer relaciones de compromiso en el SRF, decidimos estudiar los
efectos de cambiar la cantidad de Steb.

Por lo tanto, los objetivos especificos de este capitulo son:

1) Medir la constante de disociacién efectiva entre Steb y sus sitios de unién a mem-
brana.

2) Usar dicha estimacién para extender el modelo Carrousel, incorporando el recluta-
miento de Steb5.

3) Estudiar los efectos de cambiar la abundancia de Steb en la respuesta a feromona.

3.2. Medicién in vivo de la afinidad entre Steb5 y GSvy

Buscamos medir la afinidad efectiva entre Ste5 y sus sitios de unién en membrana y
como se modifican la misma durante los primeros minutos de la respuesta, periodo en el
cual el feedback negativo de Fus3MAPK ge establece. Razonamos que medir el nivel de re-
clutamiento a diferentes concentraciones intracelulares de Steb deberia darnos informacién
sobre el nimero total de sitios de unién y la afinidad de la interaccién. Por ejemplo, si
la afinidad fuese muy grande, virtualmente todas las moléculas de Steb disponible serian
reclutadas, hasta que la cantidad sea tal que ocupe todos los sitios de union. Una vez
alcanzada la saturacion, el nimero de moléculas de Ste5 en membrana seria equivalente
a la cantidad total de sitios de unién. Por otro lado, si la afinidad fuese baja, la cantidad
de Steb asociado a membrana creceria lentamente al aumentar la cantidad total de Steb
en la célula, alcanzando la saturacion a niveles mucho maés altos de Steb.

3.2.1. Construimos cepas con diferentes abundancias de Steb

—1
4x10° 5
*
< e Figura 3.1: Fluorescencia promedio
o —d de YFP para diferentes cepas, ordena-
5 | . P , . .
- 310 $ das segun el nimero de integraciones es-
S & timadas. Las barras de error represen-
g y tan el ICg5 de la media. La linea puntea-
© 2x10° 1 = da es el mejor ajuste lineal para el nivel
o . ” .
S 2 de fluorescencia versus el nimero de in-
o = . . .
2 J tegraciones estimadas (pendiente=45 +
S 10° | : 1103 UA, ordenada al origen=28+6 103
[ > UA). La regién sombreada es el ICq; pa-
- .
. ra este ajuste.
*
0 4 —_—

> © @ < o N o

2 &« o © © © © ~

P B S S ~ O~ ~

k] [ ™ ™ ™ ™ ™ (3}

O > o o o [an] o o

O <« < < < < <

o> > > > > >



3. Sobre la interaccion entre la proteina G y Steb 66

Con el objetivo de modificar la cantidad total de Ste5, construimos una serie de ce-
pas con diferente nimero de integraciones genémicas del constructo Psrps-YFP-STES.
Para hacer esto co-transformamos una cepa con dos pldsmidos integrativos linealizados
que contenian el constructo a insertar, pero con diferentes marcadores auxotréficos (ver
detalles en la seccién de métodos 5.3.3). Luego, ensayamos un gran nuimero de colonias
transformantes y seleccionamos aquellas con diferente nivel de fluorescencia total de YFP.
Como se puede ver en la figura 3.1, estos aumentos de fluorescencia promedio entre cepas
se da en cantidades discretas, sugiriendo que la diferencia entre cepas es el niimero de inte-
graciones del cassette que contiene a STES-YFP. En base a estos niveles de fluorescencia
estimamos el nimero putativo de integraciones de cada cepa.

3.2.2. La fraccién de Steb reclutado depende de su abundancia

Usando la técnica que desarrollamos durante mi tesis de grado (ver detalles en métodos
5.9 y Bush y Colman-Lerner 2013), medimos la fraccién de moléculas de Steb reclutadas
a la membrana plasmatica en las cepas con diferente niimero de integraciones de Pgrps-
YFP-STES (figuras 3.2 y 3.3). Estimulamos las células con una concentracién saturante
de factor-a de 1pMm.

En todos los casos se puede observar un claro aumento de la respuesta en menos de
un minuto después de la estimulacién, alcanzando un méximo (o pico) y luego mostrando
una fase de decaida que se estabiliza a los 5 minutos de la respuesta. Es interesante notar
que los datos son consistentes con 100 % de reclutamiento en el momento del mdximo
para cepas con hasta cuatro integraciones de Pgrps-YFP-STES. Sin embargo, la fraccién
méaxima reclutada disminuye apreciablemente con la cantidad de Ste5 para cepas con
mas de 4 integraciones. Es interesante que el grado de decaimiento en el reclutamiento
(la diferencia entre el maximo y el valor final), también disminuye con la cantidad de
integraciones, practicamente desapareciendo en la cepa con 9 integraciones de de Pgrps-
YFP-STES (panel x9 de la figura 3.3).

SC

70s

-20s 25s 115s 205s 295s 385s

aF

Figura 3.2: Montaje de imdgenes confocales de la cepa TCY3057 (Psrps-YFP-STES x2),
estimulada con 1 pM factor-a (aF') o sin estimular (SC). Se indican los tiempos relativos al momento
de la estimulacion.
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Figura 3.3: Dindmica de reclutamiento a membrana de las cepas con la cantidad de integraciones
de Psrps-YFP-STES indicadas. Las barras de error representan ICg; de la media, més la incerteza
de la calibracién (ver métodos 5.9.3). Notar que el panel correspondiente a 4 integraciones (x4)
esta repetido para facilitar la comparaciéon con otras curvas.

3.2.3. Modelo de interaccion bi-molecular

Para profundizar en la interpretacion de los datos y poder extraer valores numéricos
para los parametros bioquimicos del sistema, usamos un modelo sencillo de interaccion
bi-molecular (ecuacién 3.1).

Ste5-G

Ste5 + G=—=StebG (3.1)

Ste5-G
kOfo}’d

Aqui G representa los sitios de unién a membrana de Ste5. Aunque la visién actual del
SRF sugiere que G es la cantidad de G5+ libre, por el momento preferimos una interpreta-
cién operativa de G como una cantidad efectiva de sitios de unién, que podria consistir de
otros componentes més alld de la proteina G. Por otro lado, K5%>¢ = kf};‘r’c kSt G og
la constante de disociacién efectiva, que equivale numéricamente a la concentracién cito-
plasmatica de Steb a la cual la mitad de los sitios de unién estdn ocupados. Los parametros
EStes-G kg}'j?'e son las tasas de pegado y despegado efectivas entre Steb y sus sitios de
union.

Escribiendo las ecuaciones diferenciales ordinarias (ODEs ?) segtin la ley de accién de
masas, considerando la conservacién de la cantidad total de Sted y de los sitios de unién
en membrana (ecuaciones 3.2 y 3.3), pudimos simplificar el sistema a una unica ecuacién

diferencial (ecuacion 3.4).

Stebir = Steb + StebG (3.2)

Giot = G + StebG (33)

3 Ordinary Differential Equations
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d StebG (Stebior — StebG) (Gror — StebQ) _ StesG StebG
dt V. Vin off vy,

Es importante notar que las variables StebG, Stebi,r v Gior representan el ntmero
de moléculas (o sitios de unién) y no la concentracién de las mismas. En esta ecuacién
V. es el volumen del citosol por el cual Sted puede difundir, estimado en V., = 36.4f1
(Uchida et al., 2011). V,,, representa el volumen correspondiente a una capa adyacente a
la membrana plasmética en la cual Ste5 estd confinado cuando se asocia a la membrana *
(Kholodenko et al., 2000). No necesitamos estimar V,,, ya que se cancela en la solucién de
estado estacionario del modelo (ecuacién 3.5).

= ko @ (3.4)

1
Ste5Geq = i(thef"Gvc + Giot + Stebyor — \/ (K55 GV, 4+ Gyop + Stebior)? — 4GyorStebyor)

(3.5)
Es interesante notar que el modelo tiene sdlo tres parametros, a saber, Gio, Stebior y
el producto Kfl'teE’G X V.. En este caso, the&G y V. son parametros estructuralmente in-
identificables ® (Cedersund y Roll, 2009), es decir que no se pueden determinar de manera
independiente en base a un ajuste del modelo. Sin embargo, contamos con estimaciones
de V, realizadas por otros métodos, posibilitando la estimacion de nuestro parametro de
interés K3t65'G. Stebsot, la cantidad total de moléculas de Steb por célula, fue estimada
por western blot cuantitativos en células wt en 484 + 61 (Thomson et al., 2011). Usando
esta estimacién de abundancia para la cepa con una integracién de Psrps-YFP-STES, y
nuestra determinacién del nimero de integraciones para cada cepa basada en los niveles
de fluorescencia de YFP-Steb (figura 3.1), estimamos la cantidad de moléculas de Steb en
cada una de nuestras cepas. Por lo tanto los tinicos dos parametros a ajustar en el modelo
son la constante de disociacion entre Sted y sus sitios de unidn, Kste5'G, y la cantidad
total de sitios de unién, Gy:. Nos interesaba determinar el valor de dichos parametros, y
c6mo son modulados durante la dindmica.
Antes de realizar el ajuste, decidimos corroborar los supuestos del modelo.

3.2.4. El reclutamiento de Steb no esta limitado por difusién

El modelo presentado en la seccién anterior asume que la reaccién de unién de Steb
con sus sitios de membrana es mucho mas rapida que la modulaciéon de la cantidad de
sitios de unién (Gior) y la constante de afinidad (K5%5%). En otras palabras, el modelo
asume que la interaccion esta en estado cuasi-estacionario. Es importante destacar que la
modulacién a la que hacemos referencia no es la inicial, justo después de la adicién de
feromona que causa el reclutamiento rapido (en segundos), sino la modulacién lenta que
causa la dindmica de decaida del reclutamiento que sucede en la escala de minutos (figura
3.3).

El reclutamiento a membrana de Steb involucra difusién por el citosol y la reaccién
de pegado con sus sitios de uniéon en membrana. Para investigar si la velocidad de reclu-
tamiento estd limitada por la reacciéon de pegado o por la difusién, decidimos calcular el
tiempo caracteristico de difusién desde el citoplasma a la membrana. Si este tiempo fuese
del orden del medido experimentalmente para el reclutamiento de Ste5 (~40 segundos),

4V, es equivalente al volumen peri-membrana definido en la seccién 2.3.3
5 structural unidentifiability
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concluirfamos que el reclutamiento estd limitado por difusién. Por el contrario, si el tiempo
de difusién fuese mucho menor que la dindmica medida para el reclutamiento a membrana
de Steb, concluiremos que el reclutamiento esta limitado por reaccién.

Por simplicidad, asumimos células esférica de radio Regula, con una distribucién inicial
homogénea de Steb. Como estamos interesados en el tiempo de difusién, asumimos una
membrana que absorbe todas las moléculas que colisionan con ella, es decir que la condicién
de contorno es Steb = 0 cuando r = Regua v t > 0. Cabe destacar que aqui Steb se refiere
a las moléculas que difunden libremente en citoplasma y no a aquellas que estan asociadas
a la membrana. La difusién en coordenadas esféricas esta dada por la ecuacion 3.6, donde
D es la constante de difusién de Steb en citoplasma y [Steb](r,t) es la concentracién
citoplasmatica de Steb al tiempo ¢ y distancia r del centro de la célula.

%% (T2£[Ste5](rvt)> = %%[S‘ceﬂ(r, t) (3.6)

Esta ecuacion es totalmente andloga a la difusion de calor en una esfera con tempe-
ratura homogénea en su superficie, y puede ser resulta en forma cerrada (Ozisik, 1993).
La solucién para la cantidad total de Steb citoplasmadtico, Ste5(t) = [[Steb](r,t) dV, estd
dada por

Ste5(t) = Ste5(0) Y Ape /™ (3.7)
n=1
6
1 (Rear\”
=15 < mr”) (3.9)

donde Ste5(0) es la cantidad total de Steb al tiempo cero. La dindmica de Steb estd
dominada por el primer término de esta serie, con tiempo caracteristico 7 = Rgell /(7%D).

Estimamos la constante de difusién para Steb a partir de datos de espectroscopia de
correlacion de fluorescencia (FCS Y, Slaughter et al. 2007), lo que resulté en D = 6.6 +
0.3 um? /s. Para el radio de la células usamos Regya = 2.4 = 0.2 um. Con estos valores
el tiempo de difusién caracteristico resulté de 7 = 0.09 + 0.01 s. Obtuvimos un valor
consistente realizando experimentos numeéricos de este proceso en el entorno de simulacién
Virtual Cell (Loew y Schaff, 2001).

Se necesita cerca de un minuto para que Steb se reclute del citoplasma a la membrana
ante la estimulacién con feromona (figura 3.3), es decir cerca de mil veces més lento que
el tiempo calculado para la difusién. Por lo tanto, el reclutamiento a membrana de Steb
estd limitado por la reaccion de asociaciéon y no por difusion.

Otro argumento que apoya el supuesto de equilibrio cuasi-estacionario es el siguiente.
Steb es reclutado a membrana en pocos segundos después de la adicién de feromona (figura
3.3). El reclutamiento a membrana involucra varios pasos, incluyendo la difusién por el
citoplasma y la reaccion de pegado de Steb a sus sitios de unién. Por lo tanto, la difusién
y el pegado deben durar a lo sumo unos pocos segundos, un tiempo considerablemente
menor que el caracteristico de la fase de decaida.

8 Fluorescence Correlation Spectroscopy
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3.2.5. La cantidad total de Ste4“” no depende fuertemente de la abun-
dancia de Steb

Figura 3.4: Fluorescencia en el ca-
nal de CFP promedio para las cepas
d ACL379 (wt), TCY3100 (CFP-STEY),
TCY3099 y YAB3771-7, ordenadas en
el eje x segin el nimero de integracio-
nes genomicas de YFP-STES5. Para ca-
da condicién 9 imdagenes, de tres pre-
parados y una o dos cepas isogénicas
diferentes, fueron adquiridas. Las cajas
1.2x105 . muestran la distribucién de las medias
de cada imagen. Letras compartidas (a-
d) entre cepas indica que no hay dife-
rencias significativas entre las mismas,
segun el test de diferencias significati-
vas honestas de Tukey, con a=0.05. La
0 1 5 3 2 5 linea punteada gris muestra los niveles
de la autofluorescencia.
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El modelo descrito asume que la cantidad total de sitios de unién (Gio) no se modifica
con la cantidad de Steb. Sin embargo, estudios recientes muestran que la actividad basal del
SRF (en la ausencia de feromona) es afectada por la abundancia de Ste5 (Thomson et al.,
2011; Chapman y Asthagiri, 2009), y se sabe que algunos componentes del sistema estan
inducidos por la actividad de la via (Dohlman y Thorner, 2001). Por lo tanto, decidimos
verificar experimentalmente si la cantidad de Ste4%® (el principal componente conocido
de los sitios de unién de Steb) varfa con la abundancia de Steb.

Para hacer esto integramos en numero variable el cassette Pgrps-YFP-STES en la
cepa TCY3099 (ste5::YFP-STES5, CFP-STE4), en la que el gen endégeno STE4S? fue
fusionado en marco de lectura con la secuencia codificante para la proteina fluorescente
cfan (CFP). Por lo tanto creamos una serie de cepas con diferente abundancia de YFP-
STES, pero una Unica copia de CFP-STE/.

Como se puede ver en la figura 3.4, hay una disminucién significativa de CFP-Ste4 en
TCY3099 (CFP-STE4, Psrps-YFP-STES5 x1) cuando se compara con la cepa TCY3100
(CFP-STE/, STE5 wt) o la cepa YAB3771 (CFP-STE/, Psrps-YFP-STES x2). Es intere-
sante notar que YAB3771 es una cepa derivada de TCY3099, indicando que la reduccién
en el nivel de CFP-Ste4 producido al reemplazar el alelo endégeno de STES5 por YFP-
STES, es rescatada al aumentar la dosis de YFP-STFES. Aumentos posteriores en la dosis
de YFP-STES producen un pequeno aumento en la cantidad de CFP-Ste4, que satura con
tres o cuatro integraciones de Psrps-YFP-STES (figura 3.4).

Por lo tanto, a partir de dos integraciones de Pgrps-YFP-STES la cantidad de CFP-
Sted“S se mantiene relativamente estable, por lo que es razonable asumir Gyt constante.
Sin embargo, la cepa con una Unica integraciéon de Pgrps-YFP-STES tiene una disminu-
cién importante en la cantidad de Ste4?, por o que no la incluimos en el ajuste.
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Figura 3.5: a) Aumento en el reclutamiento a membrana de Steb ante la estimulacién con
100nM de factor-o en cepas wt (circulos, linea sélida) o Aste“? (tridngulos, linea punteada).
b) Nivel basal del estadistico de reclutamiento para cepas wt (TCY3127) o AstefS? (TCY3205).
Tres imagines independientes de cada cepa fueron adquiridas. La linea negra gruesa representa la
mediana, y la caja representa el rango intercuartil. Los bigotes se extienden hasta el valor mas
extreme dentro de 1.5 veces dicho rango, medido desde el borde de la caja. Los puntos representan
células fuera de este rango. No hay diferencias significativas entre las cepas (p-valor=0.78, modelo
lineal de efectos fijos).

3.2.6. No hay reclutamiento detectable en ausencia de Ste4%”

El modelo de asociacion bi-molecular asume una cantidad constante de sitios de unién
en membrana para Steb, a los que llamamos G. La interpretacién mas evidente de estos
sitios es que estan constituidos por GB7v libre. Sin embargo, como mencionamos en la
introduccién, Steb interactia a través de sus diferentes dominios con muchas proteina.
Ademids, sus dominios PH y PM interactian directamente con los fosfolipidos de la mem-
brana plasmaética. Por lo tanto, decidimos verificar que GB~v fuera indispensable para el
reclutamiento.

Con este fin, medimos el reclutamiento a membrana de Ste5 en la cepa TCY3205
(YFP-STE5 x2, Astef%?), en la cual STE4G8 estd deletado. Como control, usamos la
cepa parental TCY3127 (YFP-STE5 x2). Como se puede ver en la figura 3.5a, la cepa
Aste4 S# no muestra reclutamiento. El pequeflo aumento que se observa en el estadistico
de reclutamiento hacia los 240 segundos es un artefacto producido por el crecimiento en
volumen de las gemas pequenas (small buds), que también se observa en cultivos expo-
nenciales sin estimular.

La medida calibrada de la fraccién de Steb en membrana se basa en calcular el incre-
mento del estadistico de reclutamiento (ver métodos 5.9). Por lo tanto asume que previo a
la estimulacién con feromona no hay Steb en membrana. En la figura 3.5b se puede obser-
var que el estadistico de reclutamiento basal es indistinguible entre células wt (TCY3127,
YFP-STES5 x2) y células sin G (TCY3205, textitYFP-STES x2, Aste4 %), Esto indica
que, de haber un reclutamiento independiente de la proteina G, el mismo no es detectable
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por nuestro método de medicién.

Tomando estos resultados en conjunto con el conocimiento previo del SRF, es razonable
asumir que los sitios de unién a membrana G, definidos en el modelo, estan constituidos por
heterodimeros G+ libres. Sin embargo, otros componentes (e.g. fosfolipidos o proteinas)
podrian formar parte de estos sitios de unién y modular la afinidad con Ste5.

3.2.7. Menos del 5% de las células polarizan su maquinaria de senaliza-
cion en los primeros 5 minutos de la respuesta

Figura 3.6: a) Montaje de imdgenes
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b) Fraccién cumulativa de células pola-
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Para que la determinaciéon cuantitativa de la fracciéon de Steb en membrana sea vali-
da, la distribucién de fluorescencia en membrana debe ser homogénea (ver métodos 5.9).
Sin embargo, la maquinaria de senalizacién, incluyendo el receptor, la proteina G, Steb
y Ste20PAK  se polariza en la direccién del gradiente de feromona. En estimulaciones
isotrépicas como las aplicada en nuestros experimentos las células usan claves internas
para determinar el punto de polarizacién o, en ausencia de dichas claves, polarizan en una
direccién aleatoria (Pruyne y Bretscher, 2000; Wedlich-Soldner et al., 2003). Por lo tanto,
era importante determinar qué fraccién de las células polarizan durante los primeros 5
minutos de la respuesta, en los que medimos el reclutamiento a membrana de Steb.

Con este fin, tomamos peliculas en el microscopio confocal de células con STES5 o
STE20PAK fusionadas a YFP, estimuladas con feromona (figura 3.6a). En las mismas,
determinamos manualmente para cada célula el primer tiempo en el cual se observa una
polarizacién estable de la fluorescencia. Para evitar perder polarizaciones “fuera de foco”,
adquirimos barridos confocales en Z. Con el fin de eliminar la variabilidad en el estado de
las células debida al ciclo celular, cuantificamos inicamente células en G1 (ver métodos
5.10.3).

Como se puede observar en la figura 3.6b, la dindmica de polarizacién para Steb y
Ste20PAK son indistinguibles, consistente con que ambas proteinas formen parte de la mis-
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ma maquinaria de senializacién. M4s importantemente para nuestros fines, menos del 5%
de las células polarizan durante los primeros 5 minutos de la respuesta (figura 3.6b). Por
lo tanto la polarizacién de la fluorescencia no constituye un problema en la determinacién
del reclutamiento durante los primeros 5 minutos de la respuesta.

3.2.8. Ajuste del modelo: determinacion de la afinidad entre Steb y G3vy

Con el fin de ajustar el modelo de asociacién bi-molecular de la ecuacion 3.5, calculamos
para cada cepa el nimero de moléculas de Steb totales y asociados a membrana. Para hacer
esto asumimos que cada integracién de YFP-STES5 corresponde a 480 moléculas de YFP-
Ste5 en una célula en crecimiento exponencial (Thomson et al., 2011; Gordon et al., 2007).
Debido a la dindmica de pico y decaida (Yu et al., 2008a), hay dos valores interesantes
de reclutamiento de Steb; el pico o reclutamiento maximo que se da al minuto de la
estimulacién, y el valor final o de estado estacionario que ocurre entre los 4 y 5 minutos
de la respuesta. En la figura 3.7a se muestra, para estos dos momentos de la dindmica, el
aumento con la cantidad total de Ste5 del niimero de moléculas de Steb5 en membrana.

El ntimero de moléculas de Sted reclutadas al tiempo del pico aumenta linealmente,
en relaciéon uno a uno, con la cantidad total de Steb. Esta relacién se mantiene hasta las
~2000 moléculas totales de Steb, o cuatro integraciones de YFP-STES, donde se alcanza
un plateau (tridngulos en la figura 3.7a). Por otro lado, la cantidad de Steb reclutado en
el estado estacionario aumenta mas lentamente con la cantidad total de Ste5 y alcanza
valores menores de aproximadamente 1500 moléculas en membrana (circulos en la figura
3.7a).

Para realizar el ajuste del modelo a los datos usamos el estadistico x? = L((Y; — p;)/04)?.
El uso de dicho estadistico tiene dos ventajas. La primera es que pondera los residuos ”
por la incerteza experimental ;. La segunda es que su valor puede ser comparado con el
valor critico de la distribucién y? con los grados de libertad correspondientes. Esto permite
definir una regién de pardmetros aceptables (Raue et al., 2009); cuando los pardmetros
caen dentro de esta region los datos no rechazan al modelo.

El mejor ajuste del modelo definido por la ecuaciéon 3.5 a los datos de estado esta-
cionario (SS ®), resulté en una cantidad de sitios de unién Giot,ss = 1400 £ 200 (mejor
ajuste & ICq5), y una afinidad efectiva K5%¢ = 17+ 9nm (linea sélida en la figura 3.7a).
Asimismo, la region del espacio de parémétros que da ajustes aceptables es acotada, por
lo que los pardametros son identificables (Raue et al. 2009, curva sélida en la figura 3.7b).
Hasta donde sabemos, ésta es la primer medicion de la afinidad entre Steb y sus sitios de
unién en membrana.

El mismo andlisis realizado al tiempo del reclutamiento méximos (o pico) resulta en una
cantidad total de sitios de unién Gt pico = 1940150 (lineas punteadas en la figura 3.7a).
En este caso sélo pudimos determinar una cota superior para la constante de disociacion
thﬁcf < 0.65 nM; cualquier valor menor resulta en ajustes aceptables a los datos (figuras
3.7ay 3.7b).

La cantidad de sitios de unién obtenidos por el ajuste al tiempo del pico, Giot picos
sugiere que en ese momento de la respuesta hay alrededor de 2000 moléculas de G~
libres. Este valor es consistente con la cantidad total de Ste4%? estimado por western blot
cuantitativo en 2045 4+ 107 moléculas por célula (Thomson et al., 2011).

" se llama residuo a la discrepancia entre el valor medido Y; y el predicho por el modelo j;
8 Steady State
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Figura 3.7: a) Cantidad de moléculas de YFP-Ste5 asociadas a membrana vs. abundancia total
de YFP-Steb, asumiendo que cada integracion génica resulta en la expresion de 480 moléculas por
célula. Los circulos representan el nivel de reclutamiento de estado estacionario (final), medido a
los cuatro minutos. Los tridngulos representan el pico o reclutamiento méaximo de la dindmica. Los
puntos grises corresponden a la cepa con una sola integracién de YFP-STES5, que no fue incluida
en el ajuste. La linea continua es el mejor ajuste al modelo de asociacién bi-molecular (ecuacién
3.5) para el reclutamiento a los 4 minutos (KJ'$%“ = 17 + 9nm). Para el reclutamiento méximo,
s6lo pudimos determinar una cota superior para thef"G de 0.65nM (linea punteada gris), ya que
el mejor ajuste se obtiene con K5'*>¢ = ( (linea punteada negra). b) Regiones del espacio de
parametros (thwa y numero de sitios de unién Gy,:) aceptables, para el reclutamiento final
(linea sélida) o al tiempo del maximo (linea punteada). El drea dentro de estas regiones tiene un
nivel de gris acorde al costo x? del ajuste en esas coordenadas. Los puntos corresponden al mejor

ajuste y las barras de error al ICys.

Finalmente, determinamos la dindmica del cambio en K3t65'G v Giot, desde el pico
de reclutamiento hasta el estado estacionario. Para ello, ajustamos los datos de cada
tiempo al modelo de asociacién bi-molecular. En la figura 3.8a mostramos que la dindmica
de thea(; sigue una curva aproximadamente sigmoidea; empieza a aumentar a los dos
minutos y alcanzando un méaximo a los cuatro minutos. Por otro lado, el ntimero de sitios
de unién muestra una variacién mucho menor (figura 3.8b).

Por lo tanto, el modelo de asociacién bi-molecular nos permitié obtener estimaciones
o cotas de los pardmetros de interés y como evolucionan los mismos durante la dindmica
de reclutamiento a membrana de Steb.
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Figura 3.8: a) Evolucién temporal del pardmetro the&G. El mejor ajuste al modelo de asocia-
cién bi-molecular en cada tiempo estd representado por un punto. Las lineas horizontales corres-
ponden al ICgs. La barra tiene un nivel de gris de acuerdo al valor del costo x? para el valor de
Kg“ﬁ'G correspondiente a ese coordenada y. b) Evolucién temporal del nimero de sitios de unién
Giot- Puntos, lineas y barras como en a.

3.3. La abundancia de Ste5 determina la sensibilidad de la respuesta

A continuacion, estudiamos los efectos de la abundancia de Steb sobre el sistema de
respuesta a feromona. Sin embargo, antes de encarar este tema, decidimos verificar si
efectivamente hay un corrimiento a la izquierda de la curva DoR de reclutamiento de
Ste5, como sugerian nuestros datos previos (Bush, 2009).

3.3.1. El reclutamiento a membrana de Steb5 es mas sensible que la in-
duccion transcripcional

Como se mencioné en la introduccién (seccién 1.6), nuestras mediciones previas del
reclutamiento a membrana de Steb sugerian que el mismo tiene un ECsg menor que el de
la induccién transcripcional de Ppray-CFP (ver figura 1.6). Sin embargo, dichos experi-
mentos fueron realizados en dias diferentes, con preparacién de factor-« diferentes y sobre
cepas distintas. En nuestras manos observamos cierta variabilidad en el valor de ECsg
estimado, ain cuando medimos la misma respuesta sobre la misma cepa, pero en distin-
tos dias. Los recaudos que tomamos en la preparacion del factor-a y en el crecimiento y
estimulacién de las células (ver seccién 5.5) reducen esta variabilidad, pero no la eliminan
completamente. Por lo tanto, buscamos verificar si efectivamente el reclutamiento de Steb
a membrana es mas sensible que la respuesta transcripcional.

Para que la variabilidad mencionada no afecte nuestras conclusiones, decidimos me-
dir el reclutamiento a membrana de Steb y la inducciéon de Ppgrp/1-CFP en las mismas
células. En el microscopio confocal adquirimos peliculas en el canal de YFP de la cepa
TCY3127 (Ppryi-CFP, YFP-STES x2), como detallamos en la seccién 5.5.3. Dos horas
después de haber estimulado un well, agregamos a dicho well cicloheximida (CHX) a una
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Figura 3.9: Curva dosis respuesta de reclu-
} tamiento a membrana de YFP-Steb medida a

los 10 minutos de estimulacién (circulos rojos,
EC50=0.19+0.05nM) y de induccién trans-
cripcional de Ppgrp1-CFP medida a las dos
horas de estimulacién con factor-a (tridngulos
azules, EC5y = 1.3 £ 0.2nM). Ambas curvas fue-
ron tomadas sobre las mismas células de la ce-
pa TCY3127 (Ppruyi-CFP, YFP-STE5 x2). Se
muestran los ajustes de funciones de Hill corres-
pondientes. Las barras de error para Ppgasi-
CFP representan el error estandar entre la me-
dia de las tres fotos adquiridas para cada well.
Las barras de error del reclutamiento de Steb se
calcularon segun se especifica en la seccién 5.9.3.
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concentracién final de 100 pg/ml para inhibir la traduccién. Debido a que las peliculas en
el microscopio confocal deben ser adquiridas de manera secuencial y que adquirir todas las
dosis de una curva DoR lleva varias horas, el agregado de CHX también fue realizado de
manera secuencial. Nos aseguramos de que el tiempo entre el agregado de factor-a y CHX
sea equivalente para todos los wells. Luego de agregar CHX al ultimo well esperamos 80
minutos para que las proteinas fluorescentes maduren ? antes de adquirir imégenes de los
mismos wells en el canal de CFP, usando el microscopio de fluorescencia.

La curva DoR de reclutamiento a membrana de YFP-Steb esta notablemente corrida
a la izquierda con respecto a la induccién transcripcional de las mismas células; el ECsg
es al menos 4 veces menor (figura 3.9). Por ejemplo, a la dosis de factor-a 0.86nM el
reclutamiento de Steb practicamente saturd, mientras que la respuesta transcripcional fue
de un tercio de su valor maximo. Cabe destacar que mientras la curva de reclutamiento se
midié a los 10 minutos de la respuesta, la induccion transcripcional se determiné después
de dos horas de estimulacion.

3.3.2. Elmodelo Carrousel predice un menor EC5, para el reclutamiento
de Steb que para la activacién de la proteina G

Segun resultados publicados, la curva DoR de induccién transcripcional estd muy bien
alineada con la de ocupacién del receptor y la activacién de la proteina G (Yi et al., 2003;
Yu et al., 2008a). En combinacién con el resultado de la seccién anterior (figura 3.9), esto
sugiere que el EC5g de reclutamiento de Steb es menor que el ECsy de activacion de la
proteina G, y que la constante de disociacién entre ligando y receptor (K C%'R). En otras
palabras, nuestro resultado sugiere que no hay DoRA a nivel del reclutamiento de Steb.

Para determinar si este corrimiento a la izquierda en la curva DoR de reclutamiento de
Steb es esperable, extendimos el modelo Carrousel (seccién 2.3.1) agregandole la reaccién
de reclutamiento de Steb (ecuacién 3.1). Esta extensién agrega tres nuevos pardmetros al
modelo; la cantidad total de la proteina de andamiaje (Stebi), la tasa de despegado entre

Steb y GBvy (@}?'Gm)’ y la constante de disociacién entre estas proteinas (thes'Gﬁ M.

9 El tiempo medio de maduracién de CFP es de 49 4+ 9 minutos (Gordon et al., 2007).
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Estimamos la cantidad de Steb en cepas wt en base a los mismos resultados que en la
seccién 3.2.8, es decir, Stebsor = 480 moléculas/célula (Thomson et al., 2011). Para estimar
kfte5'cﬂ 7 nos basamos en una determinacién del tiempo de recuperacién de la fluorescencia
después del fotoblanqueo (FRAP) para Steb (van Drogen et al., 2001). Este experimento
fue realizado en células con Pgar1-STES-GFP crecidas en medio con 2% de galactosa y
estimuladas con factor-a ~3 pM por 90 minutos. En estas condiciones Steb se localizé en la
punta del shmoo, donde fue fotoblanqueado y la recuperacién de la fluorescencia medida.
Dicho experimento result6 en un tiempo medio de recuperacion de 7y, = 8.2+1.3 s. Este
tiempo estd basicamente determinado por la tasa de despegado entre Steb y GSv, que
podemos estimar como kS}j?G’BV = lofl'g =0.085 £ 0.013 s~ L.

Para la afinidad entre Steb y la proteina G- usamos los valores estimados anteriormen-
te (seccién 3.2.8). Como contdbamos con dos valores para este parametro, uno estimado
en el pico de reclutamiento y otro en el estado estacionario, corrimos dos simulaciones. La
primera con un valor de Kit;ifﬁ 7 = 0.6nM y la segunda con KS,?ZGM = 17nM (figuras
3.10a y 3.10b, respectivamente).

Por otro lado, y acorde a los objetivos planteados en la seccion 3.1.4, decidimos estudiar
el efecto predicho por el modelo de variar la abundancia de Ste5. Por lo tanto, en cada
una de estas simulaciones variamos el parametro Steb;., representando cepas con 1, 2, 3
y 7 integraciones de Psrps-YFP-STES5 'V (Iineas rojas en la figura 3.10).

Es importante notar que en este modelo asumimos que la unién de Steb y de Ga
con GfAv son mutuamente excluyentes. La uniéon de Ga con Gp~v claramente impide el
pegado de Steb a GSv, de lo contrario Ga no podria apagar la senal. Por otro lado, no
hay evidencias directas que muestren que la unién de Ste5 con GBv impide el pegado
de Ga®PP a GBy. Sin embargo, consideraciones de micro-reversibilidad (Wyman, 1975)
sugieren que estas afinidades estdn relacionadas; si Steb tiene muy baja afinidad por la
proteina G heterotrimérica, entonces Ga®P debe tener muy baja afinidad por el complejo
entre Steb y GBv. Por lo tanto, asumimos que Steb y Ga se unen a G~ de una manera
mutuamente excluyente, como seria el caso si ambas interactuasen con la misma superficie
de GB~.

Graficando los resultados de la simulaciéon como curvas DoR normalizadas, el reclu-
tamiento a membrana de Ste5 con la abundancia wt de esta proteina muestra un claro
corrimiento hacia la izquierda. Esto se da tanto cuando usamos la afinidad entre Steb y
Gy estimada en el pico de reclutamiento (figura 3.10a), como cuando usamos el valor
de estado estacionario, aunque en menor medida (figura 3.10b). Por lo tanto, el modelo
Carrousel en combinacion con las afinidades que medimos para la interaccién de Steb con
Gy (seccién 3.2), capturan el corrimiento de la curva DoR de reclutamiento a membrana
de Steb.

La causa de este corrimiento se puede apreciar al graficar la cantidad absoluta de
moléculas activas en la simulacién (figura 3.10c). La cantidad de Steb reclutado a mem-
brana en la condicién 1x (480 moléculas/célula) sigue a la cantidad de proteina G activa
hasta la dosis de 1 nM, que corresponde a ~500 moléculas activas o ~25 % de la proteina G
total. A esta dosis practicamente todas las moléculas de Steb se encuentran en membrana,
y el reclutamiento satura. Una situacién similar, aunque menos marcada, se da cuando
usamos la afinidad de estado estacionario en la simulacién (figura 3.10d).

Los resultados del modelo sugieren que aumentar la cantidad de Steb deberia producir

10 E] motivo por el cual representamos estos nimeros de integraciones quedard claro en la seccién si-
guiente.
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Figura 3.10: Curvas DoR simuladas con el modelo Carrousel extendido con la reaccién de
reclutamiento de Steb. Las curvas grises representan la ocupacién de receptor, las curvas azules
la activacion de la proteina G y las curvas rojas el reclutamiento a membrana de Steb. Corrimos
la simulacién con diferentes abundancia de Steb, correspondientes a 1x, 2x, 3x y 7x la cantidad
wt (480, 960, 1440 y 3360 moléculas/célula, respectivamente). Los paneles a y ¢ corresponden a

la afinidad en el pico de reclutamiento ngai'fﬂ 7 = 0.6nM, mientras que los paneles b y d a la
afinidad en el estado estacionario thseg»cﬁ 7 = 17nM. Los paneles a y b muestran cada curva DoR

normalizada entre 0 y 1, mientras que los paneles ¢ y d muestran la respuesta absoluta en niimero
de moléculas activas.
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ron simuladas con la afinidad me-
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una saturacion de su reclutamiento a dosis de factor-a mayores, tales que la cantidad de
proteina G activa sea equivalente a la cantidad total de Ste5. Si la abundancia de Steb
es mayor que la de proteina G, entonces la cantidad de Steb reclutado deberia seguir a la
activacion de la proteina G a todas las dosis (ver curva 7x en la figura 3.10c). Por lo tanto,
el modelo Carrousel explica el corrimiento a la izquierda en la curva DoR de reclutamiento
de Steb, y predice que esta curva deberia tender a alinearse con la activacion de la proteina
G a mayores abundancia de Ste5.

Otro resultado interesante de este modelo es que el reclutamiento basal de Steb depende
de su abundancia (figura 3.11). Esto se observa en alguna medida con la afinidad de estado

. : Ste5-G .
estacionario (K ¢& A =17 nM), pero de una manera mucho mas marcada cuando usamos

la afinidad del maximo de reclutamiento (K Ezifﬁ 7 = 0.6 nM) para correr la simulacién. A
nivel de la activacion de la proteina G observamos un comportamiento similar; el niimero
de moléculas activas aumenta mas cuando usamos la afinidad del pico de reclutamiento
que la del estado estacionario. Por otro lado, para la simulaciéon usando una alta afinidad
vemos que la cantidad basal de Steb reclutado se corresponde casi exactamente con la

cantidad de proteina G activa.

3.3.3. Aumentar la abundancia de Ste5 aumenta el EC;; de su recluta-
miento

Para poner a prueba las predicciones del modelo Carrousel, decidimos medir curvas
DoR de reclutamiento a membrana de Steb en cepas con diferente abundancia de esta
proteina de andamiaje. El modelo sugiere un efecto més marcado de la abundancia de
Steb en condiciones de alta afinidad entre Steb y GSv, como la que estimamos en el pico
de reclutamiento (seccién 3.2.8). Por lo tanto, decidimos buscar una situacién experimental
en la que haya alta afinidad entre estas proteinas.

Como mencionamos en la introduccién (seccién 1.6), existe un feedback negativo de-
pendiente de la actividad kinasa de Fus3MAPK que produce la fase de decaida en el reclu-
tamiento a membrana de Ste5. Como vimos, este feedback actia reduciendo la afinidad
entre Steb y GAvy (seccién 3.2.8). Debido a esto decidimos inhibir la actividad kinasa de
Fus3MAPK  de modo de eliminar el feedback negativo y generar una situacién experimental
de alta afinidad entre Steb y GS~.

Para poder inhibir especificamente la actividad kinasa de Fus3MAPK  usamos cepas
en las que el gen endégeno FUSIMAPK fye reemplazado por el alelo sensible a andlogos
estructurales de purinas, fus3-as2 (Bishop et al. 2000; Yu et al. 2008a, ver seccién 5.3.4).
Tratamos a las células con 10 pM del inhibidor 1-NM-PP1 durante la estimulacién (seccién
5.5.2).

Decidimos comparar la curva DoR de reclutamiento a membrana de Steb en una cepa
con una unica copia del gen STFES5, contra otra cepa con siete integraciones de STES
marcado con YFP. Debido a que la senal de fluorescencia en las cepas con una unica
integracion de Pgrps-YFP-STES es muy baja, optamos por realizar la medicién en la
cepa VRY3744 ', que contiene una integracién de Pgrps-STE5-YFPx 3. Este gen codifica
para Steb fusionado en su extremo C-terminal a 3 YFP en tdndem, aumentando tres veces
la senal de fluorescencia. Por otro lado, la fusién C-terminal de YFP no resulta en una
version hipomorfa de Steb, como en el caso de la fusién N-terminal (ver seccién 3.3.4). Por

11 VRY3744 fue construida por Victoria Repetto
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Figura 3.12: Curvas dosis-respuesta de reclutamiento a membrana de Steb, medidas a los 5
minutos de estimulacién con factor-a. Cada curva fue normalizada a su propio valor méaximo,
obtenido del ajuste de una funcién de Hill. En todos los casos la kinasa Fus3-as2 fue inhibida
con 10 M de 1-NM-PP1. a) Se compara la cepa VRY 3744, que contiene una integracién de STES
fusionado a 3 YFP en tdndem en el extremo 3’ (puntos y linea sélida, EC5y = 0.75 £ 0.09nM),
con la cepa YAB3789, que contiene 7 integraciones de STFES fusionado a una tnica copia de YFP
en el extremo 5 (tridngulos y linea punteada, ECsy = 2.5 £ 0.4nM). b) Se compara la cepa
YAB3797, que contiene dos integraciones de STES5 fusionado a YFP en el extremo 5’ (puntos
y linea sélida, EC5y = 3.8 + 0.6nM), con YAB3785 que contiene tres integraciones del mismo
constructo (tridngulos y linea punteada, FC59 = 7.4 £ 0.6nM). Las barras de error se calcularon
segun se especifica en la seccién 5.9.3.

lo tanto, esperamos que los componentes del SRF que depende de la actividad basal del
mismo, como por ejemplo Ste4%”, se encuentren en abundancias normales en esta cepa.

Al comprar las curvas DoR de reclutamiento de Steb entre estas dos cepas observamos
un aumento de 3.3 £ 0.7 veces en el EC5g al pasar de una a siete integraciones de STES
(figura 3.12a). Por lo tanto, hay un corrimiento a la derecha de la curva DoR al aumentar
la abundancia de Ste5.

Sin embargo, el hecho de que estas dos cepas expresen diferentes proteinas de fusién
dificulta la interpretacion de los datos. Es posible que YFP-Steb y Steb-YFP x3 difieran
en su afinidad por GB~, debido a las diferencias en posicién y niimero copias en tandem de
YFP. Debido a esto, repetimos el experimento utilizando cepas con diferente abundancia
de la misma proteina de fusién y derivadas de la misma cepa parental.

Medimos la curva DoR de reclutamiento de Steb en cepas con dos y tres integraciones
de Pgrps-YFP-STES (figura 3.12b). En este caso también obtuvimos un aumento, de
2.0 £ 0.3 veces en el ECsg, al pasar de dos a tres integraciones de STES.

Tomados en conjunto, estos datos muestran que el corrimiento en la curva DoR de
reclutamiento de Ste5 al aumentar la abundancia de esta proteina, es en el sentido y del
orden del corrimiento predicho por el modelo Carrousel (figura 3.10).
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Figura 3.13: Curvas DoR de induccién transcripcional de Ppgasi-CFP, en las cepas indicadas.
La cantidad total de integraciones de YFP-STES5 se indica sobre cada panel. En todo los paneles
la curva gris es el ajuste a los datos de la cepa de referencia TCY3129 (Pprai-CFP, STES wt).
Las células fueron incubadas 1.25 horas a 30°C con la dosis indicada de factor-a en presencia de
10 pM del inhibidor 1-NM-PP1. Las barras de error representan el ICy5 de la media.
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Figura 3.14: Ajustes de funciones de Hill a los datos de la figura 3.13. a) Grafica superpuesta
de las funciones de Hill. El color y tipo de linea corresponden al nimero de integraciones de YFP-
STES5 segtin se indica. b) Valor de ECsg de la respuesta transcripcional de las cepas con el niimero
de integraciones de YFP-STES indicado en el eje . La linea horizontal y el punto gris indican el
valor obtenido para la cepa de referencia con STES wt (TCY3129). Las barras de error indican el
error estdndar del pardmetro en el ajuste no lineal. ¢) Tabla de datos representados en b.
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3.3.4. La respuesta transcripcional depende de la cantidad de Steb

Trabajos tedricos sugieren que la senalizacién basal del SRF y su respuesta maxima a
feromona dependen de la abundancia de Steb (Levchenko et al. 2000; Thomson et al. 2011,
ver seccién 3.1.3). El modelo Carrousel también predice un aumento de la senalizacién
basal con la cantidad de Ste5. Por lo tanto, decidimos medir cémo depende la respuesta
transcripcional del sistema con la cantidad de Steb.

Para ello construimos cepas con el reportero transcripcional Ppgrysi-CFEFP y diferente
nimero de integraciones del cassette de expresién Psrps-YFP-STES, como hicimos pre-
viamente (ver detalles en seccién 5.3.3). La cepa parental de la cual partimos tenia el alelo
cdc28-as2 reemplazando la versién endégena de CDC28CPK. cdc28-as2 codifica para una
versién de la CDK sensible a la inhibicién por andlogos estructurales de purinas (Bishop
et al., 2000; Colman-Lerner et al., 2005). Cdc28“PK inhibe al SRF de una manera de-
pendiente del ciclo celular. Por lo tanto, la inhibicién de Cdc28PK reduce la variabilidad
en la respuesta a feromona y permite una mejor estimacién de la actividad de la via de
transducciéon (Colman-Lerner et al., 2005). Por este motivo, realizamos el experimento
en presencia de 10 uM del inhibidor 1-NM-PP1, lo que arresta el ciclo celular de nuestras
cepas con Cdc28-as2 en la transicion G2/M (Bishop et al., 2000; Colman-Lerner et al.,
2005).

En la figura 3.13 se muestran las curvas DoR transcripcionales de Ppgasi-CFP obte-
nidas de este modo, para cepas con entre 1 y 7 integraciones de Pgrps-YFP-STES. En
todos los paneles se muestra en gris el ajuste de una funcién de Hill (ecuacién 2.40) a los
datos obtenidos en la cepa de referencia TC3129, que tiene el reportero Ppry1-CFP y la
version endogena de STES wt.

Todas las cepas muestran induccion del reportero transcripcional dosis-dependiente.
Sin embargo, mientras que las cepas con pocas integraciones de STFES5 muestran un creci-
miento mondtono con la dosis de feromona, las cepas con 4 o mas integraciones tiene una
respuesta bifdsica, con un maximo a la dosis de 10nM de factor-«. Por otro lado, en los
paneles x4, x5 y X7 se puede observar que a altas dosis de feromona la variabilidad de la
respuesta aumenta apreciablemente (barras de error mas grandes). Al hacer una inspec-
cién visual de las imagenes en estas condiciones, notamos que una proporcién importante
de las células estaban muertas. (Esto se evidencia por un gran aumento de la fluorescen-
cia en todos los canales y por cambios en la apariencia de las células en las imagenes de
transmisién.) Mdas atin, la gran mayoria de las células muertas mostraban una morfologia
de shmoo, lo que indica que habian respondido fuertemente a feromona. Durante la etapa
de filtrado de los datos, eliminamos las células muertas. Si las células que mas responden
tienen mayores probabilidades de morir, el filtrado podria estar enriqueciendo los datos en
células con baja respuesta. Esto sugiere que tanto la disminucion de la respuesta como el
aumento de la variabilidad que observamos a altas dosis de factor-a en cepas con mucho
YFP-Steb, podria ser consecuencia de una mortalidad elevada en estas condiciones.

Realizamos ajustes de funciones de Hill a los datos (curvas de color en la figura 3.13).
En todos los casos fijamos el coeficiente de Hill a uno (n = 1), ya que esto resulté en bue-
nos ajustes y facilita la comparacion entre las curvas obtenidas. Los ajustes no capturan
la disminucion de la respuesta a altas dosis de factor-a en las cepas con multiples integra-
ciones de Pgrps-YFP-STES. Sin embargo, capturan aceptablemente bien la sensibilidad
de la respuesta y proveen buenas estimaciones de los valores de ECsp.

Al comparar las respuestas con la cepa de referencia con STES wt, notamos que la
cepa TC3126 con una unica integra de Pgrps- YFP-STES es hipomorfa; tiene una menor
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Figura 3.15: a) Fluorescencia basal en CFP (corregida por la autfluorescencia), en cepas con
el gen reportero Ppgry1-CFP y el numero de integraciones de YFP-STES indicado en el eje .
La linea horizontal y el punto gris indican el valor obtenido para la cepa de referencia TCY3129.
Las barras de error representan el ICq; de la media. b) Igual que en a para el cociente entre la
amplitud de la respuesta y la respuesta basal. Notar que el eje y estd en escala logaritmica. c)
Tabla de datos representados en a.

sensibilidad a factor-a que se refleja en un mayor ECsy (curva roja wvs. gris en el panel
x1 de la figura 3.13). Sin embargo la cepa YAB3760, que fue derivada de TCY3126 por
integracion de una copia adicional de Pgrps-YFP-STES, tiene una sensibilidad normal a
feromona (figura 3.13x2 y 3.14).

Al aumentar la abundancia de YFP-Steb, notamos un corrimiento gradual de las curvas
DoR hacia la izquierda; es decir que la sensibilidad de la respuesta aumenta con la cantidad
de Steb (figura 3.14a). Este corrimiento se puede apreciar de manera evidente como una
disminucion en los valores de ECsg al aumentar el nimero de integraciones de Psrps- YFP-
STES (figura 3.14b y c). Es interesante notar que este corrimiento bésicamente satura con
cuatro integraciones Pgrps- YFP-STES; los ajustes a las curvas con 4, 5 y 7 integraciones
son practicamente indistinguibles.

La transcripcion basal de Ppras1-CFP aumenta significativamente con el niimero de
integraciones de Pgrps-YFP-STES (figura 3.15a). La cepa con una tnica integracién de
este cassette muestra un basal menor que el de la cepa de referencia con STE5 wt. Esta
disminucion del basal es revertida en cepas isogénicas con mads integraciones de Pgrps-
YFP-STES5. Al pasar de 1 a 7 integraciones YFP-STFES el basal aumenta 11 + 4 veces.

El cociente de induccién se define como la relacion entre la amplitud de la respuesta
a dosis saturante a factor-a y la senalizacion basal. Debido al aumento de la actividad
basal, el cociente de inducciéon disminuye al incrementar la concentracién citoplasmatica
de Steb; pasa de 130 =50 en la cepa x1, a 12 £ 1 en la cepa x7. La cepa TCY3129 con
STES wt tiene un valor intermedio de 27 4 4 para este cociente.

3.4. Discusion

3.4.1. La afinidad entre Ste5 y Gf3v se modula durante la respuesta

Usando el método de cuantificacion del reclutamiento a membrana de Steb que desarro-
llamos durante mi tesis de grado, y un modelo sencillo de asociacién bi-molecular, pudimos
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determinar la afinidad efectiva entre Ste5 y sus sitios de unién (presumiblemente G3v), y
la abundancia de los mismos. Esto constituye la primera estimacién experimental de estos
parametros. La cantidad total de sitios de unién estimados por este método es muy con-
sistente con la abundancia de G+, segin determinaciones por western blot cuantitativo
(Thomson et al., 2011), sugiriendo que la proteina G se disocia practicamente al 100 % a
las concentraciones saturantes de feromona utilizadas. También sugiere que la interacciéon
sostenida con G es necesaria para que Steb se mantenga en membrana; en ausencia de
G, Steb no es capaz de mantenerse adherido a membrana por otras interacciones por
una cantidad significativa de tiempo.

El reclutamiento a membrana de Steb muestra una dindmica caracteristica de pico y
decaida (Yu et al., 2008a). Este comportamiento nos permitié medir el cambio en afinidad
de Steb por sus sitios de unién durante la respuesta inicial a feromona, en el periodo de
tiempo en el cual el feedback negativo dependiente de la MAPK se establece. La cantidad
total de sitios de unién permanece practicamente constante, disminuyendo tan solo 28 %
desde el valor méximo al estado estacionario. Por el contrario, la afinidad disminuye al
menos 10 veces; the&G aumenta de < 0.65nM a aproximadamente 10 nM.

Usando la estimacion de kf}j?cﬂ 7 =0.085 £+ 0.013 57! obtenida a partir de datos de
FRAP en la punta del shmoo (van Drogen y Peter, 2001), en combinacién con nuestra

determinacion de thggcﬂ 7, podemos estimar la tasa de pegado entre Ste5 y GBvy en

kﬁﬁe‘”"Gﬂ” = 0.009 £+ 0.006 nM ! s~1. Cabe notar que en esta estimacién asumimos que
los datos de FRAP, medidos mas de una hora después del agregado de feromona, son
representativos del estado estacionario alcanzado a los 5 minutos de la respuesta.

La reaccién de pegado se equilibra mucho mas rapido que el tiempo caracteristico de
decaida de la cantidad de Ste5 en membrana. Por lo tanto, asumimos que a cada tiem-
po la cantidad de Sted unido a membrana estd en equilibrio con la cantidad de sitios de
unién (aproximacion cuasi-estacionaria). Esto significa que toda la complejidad del siste-
ma, incluyendo los feedbacks negativos, estd capturada en la evolucién de los parametros
del modelo de interaccién bi-molecular. De este modo evitamos tener que modelar estas
regulaciones complejas de manera explicita.

La fase de decaida del reclutamiento a membrana de Ste5 depende de la actividad de
Fus3MAPK  Esto indica la presencia de un feedback negativo en el sistema (Yu et al., 2008a).
Este feedback negativo actua rio abajo de la disociacién de la proteina G, pero rio arriba
del reclutamiento de Steb (ver figura 1.5). Nuestros resultados sugieren que una reduccién
de la afinidad de Steb por sus sitios de union es la principal razén del decaimiento en los
niveles de reclutamiento. Esto también sugiere que el feedback negativo puede ser debido
a la fosforilacién de Steb y/o GBvy por Fus3MAPK 1o que resultarfa en una disminucién
de la afinidad. En concordancia con esta hipétesis, se ha reportado que Fus3MAPK puede
fosforilar a Ste5 (Malleshaiah et al., 2010; Bhattacharyya et al., 2006).

Una explicacion alternativa para la disminucién observada en la afinidad efectiva,
podria ser la existencia de una competicién inhibitoria; una segunda molécula que se una
a (o cerca de) los sitios de unién de Steb. Esto serfa andlogo al efecto de un antagonista
competitivo en una reaccién ligando-receptor, lo cual disminuye la afinidad aparente pero
no la respuesta maxima (Motulsky, 1983). Cabe notar, sin embargo, que esta interpreta-
cién requiere que la interaccién entre el inhibidor competitivo y los sitios de unién de Steb
sea dependiente de la actividad de Fus3MAPK,

La fase de decaida en la dindmica de reclutamiento tiende a desaparecer a concentra-
ciones altas de Steb (figura 3.3). Esto es consistente con la nocién de que el decaimiento
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es debido a una disminucién de la afinidad (o a un inhibidor competitivo), y por lo tanto
puede ser compensada por un aumento en la abundancia de Steb. Si la fase decaida fuese
debida a una disminucion en la cantidad de sitios de unién, deberia observarse a cualquier
nivel de expresién de la proteina de andamiaje Ste5.

3.4.2. La respuesta a feromona es sensible a la cantidad de Ste5

Nuestros resultados previos sugerian que la curva DoR de reclutamiento a membrana
de Steb no se alinea con las curvas DoR de otros pasos de activacién del SRF, sino que
estd corrida a la izquierda (tiene menor ECsy, Bush 2009; Bush y Colman-Lerner 2013).
Verificamos esto de la manera ma&s rigurosa que pudimos; medimos el reclutamiento a
membrana de Steb y la induccién transcripcional en las mismas células. Esto elimina
cualquier fuente de variabilidad entre dosis de feromona y otros factores que puedan influir
en la respuesta. Por lo tanto, confirmamos nuestras observaciones previas: la curva DoR de
reclutamiento de Steb medida en los primeros minutos de la respuesta tiene menor ECsg
que la de induccién transcripcional determinada a las dos horas.

Sin embargo, el hecho de que estas curvas estén medidas a diferentes tiempos abre
nuevos interrogantes. Debido a la polarizacién de la maquinaria de senalizacién (figura
3.6), determinar el grado de reclutamiento de Steb més alld de los primeros 10 minutos
de la respuesta es metodolégicamente complicado. Por otro lado, cursos temporales de
induccién de genes reporteros fluorescentes en respuesta a feromona indican que la tasa
de transcripcién se mantiene practicamente constante durante las primeras dos horas de
la respuesta (Colman-Lerner et al., 2005). Sin embargo, la resolucién temporal de estas
mediciones fue de 15 minutos, por lo que no sabemos si las tasas de transcripcién se
mantiene constantes a tiempo més cortos.

Usando nuestra estimacion de la afinidad entre Steb y GfB7v, extendimos el modelo
Carrousel incorporando la reacciéon de reclutamiento a membrana de Steb. Este modelo
extendido predice un corrimiento a la izquierda de la curva DoR de activacion de Steb del
orden del observado. Més atn, el modelo sugiere que dicho corrimiento se debe a la baja
abundancia de Steb en relacion a la cantidad de proteina G; predice que un aumento en la
cantidad de Sted deberia resultar en un mayor ECsy para su reclutamiento. Corroboramos
esta predicciéon midiendo curvas DoR de reclutamiento en cepas con diferente cantidad de
Steb.

Otra prediccién del modelo Carrousel extendido es que la actividad basal de la via
aumenta con la cantidad total de Ste5. Este efecto se debe a que Ste5 puede competir
débilmente con Ga por la unién con GpB~v. La magnitud de este efecto depende de la
relacién entre las afinidades de Sted y Ga por Gf~. En nuestro modelo usamos una
afinidad para la interaccién GSPP-GBy de K(?d'G’BV = 0.01nM (ver tabla 2.2). Este valor
estd cerca del limite fisiolégico para la afinidad entre dos proteinas (Chen et al., 2013).
Por lo tanto, y de acuerdo con lo observado, esperamos algiin grado de competencia entre
Sted y Ga por Gf7, y consecuentemente un incremento de la senalizacién basal con la
abundancia de Steb.

Al medir las curvas dosis respuesta transcripcionales en cepas con diferentes abundan-
cias de Steb, encontramos varios resultados interesantes.

En primer lugar hay una alta mortalidad en células que sobre-expresan Steb expuestas a
dosis elevadas de factor-« (figura 3.13). Es posible que este efecto dependa de la presencia
del inhibidor 1-NM-PP1. Este compuesto inhibe a la proteina ingenierizada Cdc28-as2,
pero también puede actuar sobre otras kinasas endégenas. Un ejemplo es la MAP kinasa
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de la via de respuesta a alta osmolaridad Hogl (Westfall y Thorner, 2006). En un trabajo
que no forma parte de esta tesis, demostramos que la formacién de shmoos en respuesta
a feromona puede activar la via de respuesta a alta osmolaridad (Baltands et al., 2013).
Por lo tanto, es posible que la inhibicién del ciclo celular, de HoglMAPK v posiblemente de
otras kinasas, sea lo que produzca el incremento en la mortalidad durante una respuesta
exacerbada a feromona.

En segundo lugar, la cepa que expresa YFP-Steb en una abundancia similar a la can-
tidad de Steb expresado en cepas wt, es menos sensible a feromona (tiene mayor ECs).
Esta deficiencia se rescata en una cepa isogénica que expresa el doble de YFP-Steb. Esto
indica que YFP-Ste5 es hipomorfa en relacion a Steb wt. Este resultado es consistente con
lo que encontramos cuando medimos la transcripcién basal de Ppras1-CFP (figura 3.15a),
y la expresién de CFP-Ste4®# en cepas con diferentes abundancias de YFP-Ste5 (seccién
3.2.5).

La fusion N-terminal de YFP a Steb puede reducir la afinidad de Steb por sus sitios
de unién en membrana. Como mencionamos en la introduccién (seccién 3.1.1), existe un
dominio llamado PM en el extremo N-terminal de Sted, que es necesario para el recluta-
miento y se asocia directamente con la membrana plasmatica (Pryciak y Huntress, 1998).
Por lo tanto, es posible que fusionar una proteina globular como la YFP préxima al domi-
nio PM afecte su interaccién con la membrana, reduciendo la afinidad efectiva de Steb por
sus sitios de union. En consecuencia, el valor que obtuvimos para la constante de disocia-
cion en el estado estacionario, Kgf;gGB 7 =17 £+ 9nM, puede ser una sobre-estimacién del
valor correspondiente para Steb wt (sin fusionar a YFP). Sin embargo, para la afinidad en
el pico de reclutamiento sélo pudimos definir una cota superior de ngiifﬂ 7 < 0.65nM.
Dicha cota estimada para YFP-Steb probablemente sea valida para Steb wt, ya que de
haber diferencias, lo més probable es que la proteina wt¢ tenga mayor afinidad (menor Ky )
por sus sitios de unién que la proteina de fusion con YFP.

Consistentemente con las predicciones del modelo Carrousel extendido, observamos un
aumento de la transcripcion basal con la concentraciéon citoplasmética de Ste5. El modelo
del SRF desarrollado por Ty Thomson también predice un aumento de la respuesta basal
con la cantidad de Steb. Este modelo, incluye la asociacién entre Steb y GS+, pero se centra
en la interaccion entre Steb y las kinasas a las que une. Por lo tanto, el incremento de la
senializacién basal con la cantidad de Ste5 en este modelo, puede deberse a dos motivos:
(i) competencia por GBy entre Ste5 y GGPF, o (ii) incremento de la procesividad de las
fosforilaciones entre kinasas por estar las mismas asociadas a la proteina de andamiaje.
Aunque nuestros datos experimentales no pueden discriminar entre estos dos motivos,
nuestro modelo Carrousel sugiere que la primera de estas causas puede ser significativo,
algo que no habia sido apreciado previamente.

Finalmente, las curvas DoR transcripcionales muestran una saturacion del efecto de la
abundancia de Steb, cuando ésta es cuatro veces la normal (figura 3.14). Notablemente,
esto corresponde a la situacion en la que hay la misma cantidad de Steb y proteina G,
ya que en cepas wt hay aproximadamente cuatro veces més Sted%? y Gpal®® que Steb
(Thomson et al., 2011). Este resultado indica que la cantidad maxima de Steb que puede
senalizar estd determinada por la cantidad de GpB~. Consistentemente con lo observado
anteriormente, esto sugiere que Steb es incapaz de quedarse asociado a membrana por
otras interacciones una vez que se disocia de Gfv; la asociacidon entre Sted y GSv es
estequiométrica.



4. CONCLUSIONES

El estudio de los sistemas de transduccion de sefiales por receptores acoplados a pro-
teinas G heterotriméricas tiene una larga historia. El origen de la misma es la teoria
cldsica de receptores, presentada en la introduccién (seccién 1.1). Para poner en perspec-
tiva histérica los resultados presentados en la tesis, presentamos un breve resumen del
desarrollo de esta teoria. En este resumen hacemos hincapié en las hipdtesis que tenian los
diferentes autores respecto a qué determina el efecto de las drogas; fraccién o cantidad de
receptores ocupados.

4.1. Desarrollo de la teoria clasica de receptores

Para que una célula pueda responder a una droga, debe tener algin componente que
modifique su estado ante la presencia de dicha sustancia. Esta idea fundamental fue pro-
puesta por primera vez por Langley 1905, quien en base a sus estudios sobre el efecto de
diferentes drogas en musculos, propuso la existencia de una sustancia receptiva diferente
de la sustancia contrdctil (Machle, 2004). El desarrollo de esta idea estuvo probablemente
influenciada por la teorfa inmunolégica de cadenas laterales, postulada por Ehrlich (Sil-
verstein, 2001).

Fue A.V. Hill, un estudiante en el laboratorio de Langley, quien expres6é por primera
vez el concepto de receptores en un lenguaje matemético. En un trabajo de 1909 (Hill,
1909) mostré que el grado de contraccién del misculo rectus abdominis de rana, en funcién
de la concentracién de nicotina aplicada, podia ser ajustado por la ecuacion 4.1. En esta
ecuacién y es la respuesta, N la concentracién de nicotina y &',k y M son constantes. Sin
embargo, después de este trabajo notablemente adelantado a su tiempo, Hill perdié interés
en el tema y se dedicé al estudié de la hemoglobina.

N
T K+ kN
A.J. Clark es hoy considerado el padre de la farmacologia moderna. Fue él quien
impulsé el andlisis cuantitativo del efecto de las drogas sobre células y tejidos, el uso de
curvas DoR y el ajuste de expresiones matemadticas a las mismas (ver figura 1.1). En su
trabajo seminal titulado “El modo de accién de las drogas sobre las células”, postula lo
que hoy conocemos como la teoria clasica de receptores, a saber, que las drogas se unen a
moléculas receptoras en la célula en un patrén altamente especifico, y que es este complejo
agonista-receptor el que produce de algin modo el efecto medido (Clark, 1933). Podemos
representar esto esquemdticamente segin

y (4.1)

A+R=AR - E (4.2)

donde A es el agonista, R el receptor, AR el complejo agonista-receptor y F es el efecto
observado. Al igual que Hill, Clark usé funciones hiperbdlicas para ajustar sus curvas
DoR. En particular adapté la teoria de adsorcién de Langmuir, desarrollada en 1918 para
explicar la adsorcién de gases a superficies metélicas (Langmuir, 1918). Esto resulté en la

87



4. Conclusiones 88

expresion

AR _ [A]
Riot a K ;+ [A]

donde [A] es la concentracion de droga o agonista, AR es la cantidad de receptores ocupa-
dos por el agonista, Ry, es la cantidad total de receptores presentes en la célula y K la
constante de disociacion. Para ajustar esta expresion a sus datos de contraccion muscular
a diferentes dosis de acetilcolina, Clark asumié que la magnitud del efecto E, expresa-
da como fraccién de la respuesta maxima posible E,,, era equivalente a la fraccion de
receptores ocupados (ecuacion 4.4).

(4.3)

E AR

Em B Rtot

Este supuesto no se apoy6 en ninguna observacién experimental ni justificacién tedrica,
sino que fue la forma mas sencilla y con menos supuestos improbables que Clark encontré
para ajustar sus datos (Clark, 1933).

Un par de décadas mas tarde, Stephenson y Ariens encontraron que diferentes agonistas
que se unen al mismo receptor evocan diferentes respuestas maximas (Stephenson, 1956;
Ariens, 1954). Para poder explicar este fenémeno introdujeron el concepto de eficacia, una
propiedad que describe el grado de activacion que un agonista causa en el receptor al que
se une. Por otro lado, Stephenson introdujo el concepto de estimulo S, definido como el
producto de la eficacia e por la fraccion de receptores ocupados, a la que llamé y. En la
notacién usada aqui, y = AR/ Ry

(4.4)

A
K+ [4]

Es interesante destacar que en su trabajo Stephenson no incluyé ni hizo referencia a la
cantidad total de receptores Ryq; asumié que lo determinante es la fraccion de recepto-
res ocupados y. Por otro lado, Stephenson relajé la hipotesis hecha por Clark de que la
respuesta es proporcional a la fracciéon de receptores ocupados. Esto fue motivado por la
observacién de que no todas las curvas dosis-respuesta medidas tenian la pendiente pre-
dicha por la ecuacién 4.3. Por ello introdujo una funcién de transferencia monoténica f,
que relaciona el estimulo S con el efecto medido E.

S=ey (4.5)

Ka e f E [A]
A+ R—AR—- S > FE (4.6) o f(S)=f <6Kd n W) (4.7)

En este modelo un agonista con alta eficacia puede producir una respuesta maxima
con una fraccién pequena de los receptores ocupados. Esto sugiere que podria haber un
subconjunto de receptores que no son necesarios para senalizar, es decir que podrian existir
receptores de reserva (Lauffenburger y Linderman, 1993).

Furchgott y otros mostraron que se produce una reducciéon en la sensibilidad y la ampli-
tud de la respuesta cuando las células son tratadas con agentes alquilantes que reaccionan
con los receptores, inactivandolos irreversiblemente (Furchgott, 1966). A partir de esta
observacién infirieron que la respuesta fisiolgica estaba relacionada a la cantidad (y no a
la fraccién) de receptores ocupados. Por lo tanto, la cantidad total de receptores Ry fue
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introducida en el modelo. La eficacia intrinseca € fue definida de modo que e = e Ryyt.

FE - o Rtot[A]

La funcién f no depende del tiempo, indicando que el modelo asume que la senializacién
alcanza inmediatamente el estado estacionario. Este modelo también asume que el efecto
depende de los niveles de ocupacién del receptor alcanzados en el equilibrio. Esto podria
no ser el caso en algunos sistemas, como propusimos en un trabajo reciente que no forma
parte de esta tesis (Ventura et al., 2014).

Mis alla de sus limitaciones, esta formulacién de la teoria clasica de receptores captura
nuestro entendimiento basico de cémo las drogas actian sobre las células.

4.2. Evolucion de los modelos de receptores acoplados a proteinas G

Como mencionamos en la seccién 2.1.1, el modelo clasico de receptores continué evo-
lucionando. Una de las primeras modificaciones realizadas fue incorporar la interaccién
del receptor con otros componentes de la células. En la hipdtesis del receptor mévil estos
componentes eran los efectores (Cuatrecasas, 1974; Jacobs y Cuatrecasas, 1976), mien-
tras que en el modelo del complejo ternario (TCM, DeLean et al. 1980) los componentes
intracelulares eran lo que después se llamé proteina G.

El TCM fue posteriormente extendido, primero al modelo del complejo ternario ex-
tendido (eTCM !, Samama et al. 1993) y mas tarde en el modelo cibico ternario de
ocupacién de receptores (CTC 2, Weiss et al. 1996b,a,c). Estos modelos elaboran sobre el
modelo del complejo ternario, incorporando la idea de alosterismo (Monod et al., 1965).
En esta nueva formulacion los receptores pueden existir en una estado activo R, o inactivo
R;, nombrados segin su capacidad de activar a la proteina G. Ambos estados coexisten
segin un equilibrio alostérico y tienen una afinidad diferencial por el ligando. El modelo
cubico ternario tiene una representacion esquematica elegante mostrada en la figura 4.1.
La existencia de estados unidos a ligando pero inactivos del receptor, da una explica-
cién molecular y mecanistica al concepto de eficacia introducido por Stephenson, Ariens
y Furchgott.

Tanto el TCM como el CTC son ejemplos de modelos termodindmicamente completos,
es decir, todas las transiciones posibles entre los diferentes estados considerados estan
presentes y modeladas como reacciones reversibles. Este tipo de modelo asegura que no
se omitan reacciones relevantes y que se cumpla la restriccion termodinamica de micro-
reversibilidad (Wyman, 1975). Otro modelo termodindmicamente completo es el modelo
del receptor flotante no estequiométrico * (de Haen, 1976). Este modelo no muy conocido
y notablemente adelantado a su tiempo, contiene tanto al TCM como al CTC.

Un listado no exhaustivo de varios modelos de receptor acoplado a proteina G se mues-
tran en la tabla 4.1. En la misma se puede ver que luego del CTC, los modelos empezaron a
incluir los diferentes estados de activacion de la proteina G, ya sea con Ga unida a GTP o
GDP. Es interesante notar algunas diferencias entre los modelos desarrollados para células
animales y levaduras (parte superior e inferior de la tabla 4.1, respectivamente):

! Bxtendend Ternary Complex Model
2 Cubic Ternary Complex Model
3 Non-stoichiometric Floating Receptor Model
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50 BK ..,
ARG = > ARG
y A Figura 4.1: Representacién del modelo
YK, K, 5YBK, ctbico ternario (CTC), adaptado de Weiss
et al. 1996b. El receptor R puede estar en
un estado inactivo R; (cara izquierda del cu-
AR. Ko~ AR bo) o activo R, (cara derecha del cubo). A su
A A Y 4 saYK, vez puede estar desacoplado (cara proximal)
e X " o acoplado a la proteina G (cara distal). Fi-
RG BKut N R.G nalmente puede estar unido a un agonista A
K ! \a K @ (cara superior) o no (cara inferior). Todas las
“ K, “ BKs transiciones posibles con sus tasas cinéticas
estan representadas en el esquema.
/ K "
R; a

1. Los modelos de levaduras consideran la disociacién de GGy de Ga, mientras que la
mayoria de los modelos de células animales no lo hacen. Esto se debe a que la via
de respuesta a feromona es uno de los pocos sistemas en el que el efector es G3~.

2. Los modelos de levaduras consideran a la GAP del sistema, mientras que en general
los de células animales no lo hacen. Esto probablemente se debe a que SST2RSGS fue
el primer miembro de la familia de los RGS descrito, y a que su delecién tiene un
efecto muy fuerte en el SRF (Hill et al., 2006).

3. Ningin modelo de levaduras incluye miltiples estados del receptor. El motivo es que
se suele usar un tunico agonista (la feromona) para estimular la respuesta de apa-
reamiento en levaduras y por lo tanto los modelos no pretenden explicar diferencias
entre eficacias de diferentes agonistas.

4. Mientras que los modelos de células animales consideran el complejo receptor-proteina
G (RG), los modelos de levaduras en general consideran una activacién catalitica de
la proteina G por el receptor, despreciando la existencia del complejo RG. Esto se
puede deber a que en levaduras la proteina G no cambia la afinidad del receptor por
su ligando (Bajaj et al., 2004). Por lo tanto, en principio no hace falta considerar
explicitamente al complejo RG. Sin embargo, es mas probable que esto se debe a una
tradicién de modelado instaurada por los primeros modelos del sistema de respuesta
a feromona en S. cerevisiae (Hao et al., 2003; Yi et al., 2003; Yildirim et al., 2004).

4.3. El modelo Carrousel de activacion de la proteina G

En este trabajo realizamos una nueva extensién del modelo del complejo ternario De-
Lean et al., 1980, incorporando el ciclo de activacion de la proteina G. El modelo resultante
puede ser representado en un esquema tridimensional reminiscente de un Carrousel, lo que
le da nombre al modelo. Este modelo considera todos los complejos y transiciones posibles
entre receptores, ligandos y proteinas G en sus diferentes estados de activacién.

Sin embargo, nuestro modelo no incorpora equilibrios alostéricos entre estados activos
e inactivos del receptor, por lo que no puede capturar el efecto de agonistas de diferentes
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Modelo - Autor Ano R~ L R~G Ri=R, G* Ggy GAP
Teorfa clasica de receptores ) - Furchgott 1966 +®)  — — - — —
Receptor flotante ) - de Haen 1976 +®  4+® 4 (@) E=F*®  _ -
TCM @ - DeLean et al. 1980+ +®  — — - —
Complejo quinario - Onaran et al. 1993 + + - GoeN + -
eTCM - Samama et al. 1993+ +® 4 - - -
CTC ® - Weiss et al. 1996 +®  +®) &) — — —
Ciclo de GTPasa - Biddlecome y Ross 1996 —  + - Go8EE  —  GAPwG
Activ. cinética de prot. G - Waelbroeck et al. 1997 -+ + Go8TE  + -
¢TCAM - Shea et al. 2000+® +  +® GarGER + -
Muiltiples conformaciones de GPCR, - Chen et al. 2003 4 — R(+) — — —
Activ. enz. de prot. G - Roberts y Waelbroeck 2004 —  + - G&*)Hggﬁ. - -
Prot. G-Receptor-GAP () - Turcotte et al. 2008 — +@® Gaﬁggi O _ GAP&G®
Activ. prot. G por agonista - Sykes et al. 2009+  + - Go8T8  — -
Complejo cuat. de GPCR - Stein y Ehlert 2014+0 +® 1O GEIeeTE -
Regulacién por retroalimentacion - Hao et al. 2003+  cat. - Go8EE  + cat.
Ciclo de prot. G heterotrimérica - Yi et al. 2003+  cat. — Go8TE  + cat.
Respuesta a feromona - Yildirim et al. 2004 + cat. — GaHgEI; + cat.
Via de respuesta a feromona - Kofahl y Klipp 2004 + cat. — GaHggI; + cat.
PRS dep. de Steb - Shao et al. 2006+  cat. — Go8TE + cat.
Cascada de MAPK en el PRS - Wang et al. 2006 —  cat. — Gap=GSTP + cat.
Ciclo de GTPasa - Smith et al. 20094+  + - Goo8TP  + GAP+G,
Ciclo de prot. G de dos comp. - Tanaka y Yi 2010 + cat. — Ga<—>g¢§1; + cat.
Ciclo de GTPasa con RGS loc. - Croft et al. 2003+ + - Goo8TE 4+ GAP&Se
Modelo estocastico del PRS - Dixit et al. 20144 cat. — Gapy= Gpy + cat.
Modelo del PRS exp. - Venkatapurapu et al. 2015 + cat. — Go8TP  + GAP&R
Carrousel ) - (Este trabajo) 2016+ +®  — GaHgE}; ® 4 GAP&R

(t) Modelo o reacciones termodindmicante completos. +: Presente en el modelo. «+»: Interaccién
molecular entre especies. <: Formacion de complejo estable. =: Interconversién entre estados.
*: Estado activo. ®: Estado activo e inactivo. (***): Miiltiples estados activos. R; /a: Receptor
en estado inactivo/activo. E: Efector. cat: Activacién catalitica. TCM: Ternary Complex Model.
eTCM: extended Ternary Complex Model. CTC: Cubic Ternary Complex model. ¢TCAM: cubic
Ternary Complex Activation Model.

Tabla 4.1: Modelos de acomplamiento entre receptor y protefna G. Las columnas corresponden
a nombre y autor del modelo, ano de publicacién, tratamiento de la interaccién ligando-receptor,
receptor-proteina G, activacién del receptor, activacién de la proteina G, disociacién de G, acti-
vidad GAP y referencia del trabajo. La parte superior e inferior de la tabla corresponde a modelos
desarrollados en base a sistemas de senalizacién de células animales o levaduras, respectivamente.
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eficacias de la misma manera que el CTC. Por lo tanto, nuestro modelo asume que los
receptores ocupados estdan en una conformacién activa y los desocupados en una confor-
macién inactiva. Cabe notar que la “actividad” de la conformacion inactiva no tiene que
ser necesariamente cero.

Se puede concebir un modelo “completo” que considere tanto los equilibrios alostéricos
como los multiples estados de la proteina G. El modelo CTC y el Carrousel serian entonces
diferentes simplificaciones de este modelo general. Sin embargo, dicho modelo serfa mucho
mdés complejo, dificil de analizar y de representar esquematicamente. Tener una represen-
tacion elegante de un modelo simplifica enormemente el analisis y la conceptualizacién del
mismo.

El modelo que desarrollamos captura los regimenes de funcionamiento de complejo
ternario y activacion catalitica, propuestos en la literatura para GPCRs (Lauffenburger y
Linderman, 1993; Roberts y Waelbroeck, 2004). Esto permite comparar estos dos regime-
nes en un lenguaje comtn. Por otro lado, nuestro modelo también puede capturar la
interaccién fisica entre la RGS y el GPCR (Neitzel y Hepler, 2006; Ballon et al., 2006).
Esta interaccion se refleja en una mayor actividad GAP del complejo entre la proteina G
y el receptor, que en la proteina G desacoplada.

El modelo Carrousel es capaz de explicar dos fenotipos cuantitativos a nivel de sistema:
el alineamiento de las curvas dosis respuesta y la robustez a la cantidad de receptores.
El mecanismo sugerido por el modelo se basa criticamente en tener la actividad GAP
localizada al receptor. En esta situacion, cuando un receptor desocupado interactia con
una proteina G, tiende a inactivarla. Por el contrario, en un receptor ocupado por ligando
la actividad GEF es mayor que la GAP, por lo que al interactuar con una proteina G el
efecto neto es de activacion. Si el tiempo de vida del complejo entre la proteina G y el
receptor es lo suficientemente corto, cada proteina G puede interactiia con varios receptores
durante la respuesta. Luego de interactuar con un receptor, el estado de activacién de una
proteina G estd determinado por el estado de ocupacion de ese receptor. Por lo tanto,
la fraccién de tiempo que una proteina G estd activa es equivalente a la proporcién de
receptores ocupados. En el equilibrio, esto significa que la fraccién de proteinas G activas
es equivalente a la fraccion de receptores ocupados. De este modo se puede obtener DoRA
e independencia a la cantidad total de receptores.

Las caracteristicas de nuestro modelo que le permiten capturar el mecanismo propuesto
son: (i) la consideracién de estados ocupado y desocupado del receptor, (ii) la representa-
cién explicita del complejo receptor-proteina G, (iii) incluir la activacién de la proteina G,
y (iv) considerar de algin modo la interaccién entre la RGS y el receptor. Existen otros
tres modelos en la literatura que tienen estas caracteristicas (Smith et al. 2009; Croft et al.
2013; Venkatapurapu et al. 2015, ver tabla 4.1), por lo que potencialmente pueden cap-
turar el mecanismo propuesto. Sin embargo, estos son considerablemente mas complejos
que el modelo Carrousel simplificado analizado aqui. Por otro lado, estos modelos no son
termodinamicamente completos. En un sentido estricto el modelo Carrousel simplificado
tampoco lo es porque contiene reacciones irreversibles. Sin embargo, se basa en un modelo
termodinamicamente completo y justificamos claramente las aproximaciones consideradas.

El modelo Carrousel simplificado tiene 13 parametros, un nimero relativamente chico
comparado con otros modelos de sistemas de GPCR. Maés atin, 7 de estos parametros estan
determinados experimentalmente para el SRF de levaduras, y otros 3 tienen estimaciones
en otros modelos experimentales. Por lo tanto, sélo tuvimos que determinar el valor de
tres parametros, que elegimos para que el modelo se comporte de un modo consistente con
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nuestro entendimiento del sistema.

Realizamos un anélisis del comportamiento del modelo en una amplia regién del espacio
de pardmetros, mucho mas amplia que la regién esperable para el SRF. En dicho anélisis,
encontramos una serie de restricciones que tienen que ser satisfechas para que el sistema
muestre robustez a la cantidad de receptores y DoRA. Notablemente, los pardmetros de
referencia obtenidos de la literatura cumplen estas restricciones.

4.4. Funciéon de los complejos paraddjicos con actividades antagonicas

Como definimos en la seccién 2.1.3, el complejo entre el receptor y la RGS es un
complejo paraddjico que cataliza reacciones antagdnicas: receptores ocupados por ligandos
actian como activadores mientras que receptores desocupados actiian como inhibidores.
Este tipo de componentes paraddjicos pueden proveer caracteristicas funcionales ttiles y
dificiles de obtener de otro modo, como ser robustez, generacion de pulsos temporales y
deteccién de incrementos relativos (Hart y Alon, 2013).

Como mencionamos en la introduccién (seccién 1.2), un ejemplo de bifuncionalidad
antagonica es el sistema de dos componentes usado por E. coli para responder a cambios
en la osmolaridad del medio. En este sistema el receptor EnvZ fosforila al regulador de
la respuesta OmpR, que funciona como factor de transcripcién para genes de respuesta a
osmolaridad. Notablemente, EnvZ no sélo actia como kinasa de OmpR, sino que también
actia como su fosfatasa (Igo et al., 1989). Esta propiedad hace que el sistema sea robusto
a variaciones en las abundancias de EnvZ y de OmpR (Russo y Silhavy, 1993; Batchelor
y Goulian, 2003; Shinar et al., 2007).

El andlisis tedrico de este tipo de sistemas llevo al descubrimiento de un teorema ma-
tematico capaz de predecir qué componentes de una red bioquimica muestran robustez
absoluta a concentraciones (ACR *, Shinar y Feinberg 2010; Karp et al. 2012). En dicho
mecanismo la concentracién de una especie activa (e.g. OmpR fosforilado) es completa-
mente independiente de la abundancia de todos los componente del sistema. El mecanismo
sugerido por el modelo Carrousel es distinto de ACR, ya que la cantidad de proteina G
activa es independiente de la cantidad total de receptores, pero si depende de la cantidad
de proteina G. Sin embargo, tiene un punto de contacto con ACR, ya que se basa en las
funciones antagoénicas del complejo receptor-RGS.

En un trabajo tedrico realizado por un grupo colaborador (Andrews et al., en revisién),
estudiaron qué topologias son capaces de generar DoRA. A diferencia de un trabajo previo
que abordé esta pregunta (Yan et al., 2012), Andrews y colaboradores tuvieron en cuenta
no solo el ECsg de la respuesta, sino también la amplitud de la misma. Encontraron que
una topologia capaz de dar DoRA perfecto con una amplitud no despreciable, es la que
llamaron pull-push. En esta arquitectura, una forma activa de una especie estimula la
actividad de componentes rio abajo, mientras que la forma nominalmente “inactiva” de
esta especie reduce la actividad de los mismos componentes rio abajo.

El modelo Carrousel sugiere que los sistemas de GPCR tienen una topologia pull-
push; los receptores ocupados estimulan la activacién la de la proteina G, mientras que los
receptores desocupados (gracias a su interaccién con la RGS) inactivan a la proteina G.

La asociacién entre RGSs y receptores es algo comin en sistemas de GPCR (Neitzel
y Hepler, 2006). La visién dominante es que esta interaccién define la especificidad de
las asociaciones, ya que al localizarse a un receptor particular, una RGS dada estara

1 Absolute Concentration Robustness
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espacialmente cerca de las proteinas G con las que ese receptor interactia. En levaduras,
donde no existe la diversidad de GPCRs y proteinas G presente en células animales, esta
explicacion resulta menos satisfactoria. Aqui proponemos que ademds de tener un rol en
la especificidad de la interaccion entre RGS y Ga, esta asociacién permite la medicion de
la fraccién de receptores ocupados.

4.5. Apoyo experimental al modelo Carrousel

En este trabajo corroboramos observaciones previas de varios grupos donde se observé
que la respuesta a feromona es robusta a cambios en la abundancia de receptores (Blu-
mer et al., 1988a; Konopka et al., 1988; Konopka y Jenness, 1991; Shah y Marsh, 1996;
Leavitt et al., 1999; Hao et al., 2003; Gehret et al., 2012). Extendimos estas observaciones
mostrando que esta robustez se origina rio arriba del reclutamiento a membrana de Ste5.

El modelo Carrousel explica esta robustez en combinacién con el fenémeno de DoRA
(Yiet al., 2003; Yu et al., 2008a). La explicacién se basa en los componentes e interacciones
conocidas del SRF; no fue necesario postular especies, actividades o asociaciones entre
componentes nuevas. Mdas aln, la gran mayoria de los parametros del modelo Carrousel
simplificado fueron medidos experimentalmente.

Como discutimos en la seccién 2.5.3, muchas de las predicciones del modelo son con-
sistentes con resultados publicados. Esto incluye el rol inhibitorio del receptor desocupado
en complejo con la RGS (Hartwell, 1980; Sommers et al., 2000; Dosil et al., 2000; Konopka
et al., 1988; Reneke et al., 1988; Gehret et al., 2012), el efecto dominante negativo de
receptores que no unen feromona, unicamente cuando se pueden asociar a la RGS (Dosil
et al., 1998, 2000; Gehret et al., 2012; Leavitt et al., 1999), y la robustez a la cantidad de
receptores en el arresto del ciclo celular, unicamente cuando la RGS estéd presente (Shah
y Marsh, 1996).

Para realizar un experimento novedoso (diferente a los publicados) que corrobore el
modelo, buscamos una prediccién central del mismo ° (Cedersund y Roll, 2009), es decir,
una prediccion que de ser falseada invalide la estructura del modelo y no sélo un conjun-
to particular de pardametros. Para encontrar dicha prediccién realizamos una exploracién
sistematica del espacio de parametros. Encontramos que para que el modelo muestre ro-
bustez a la cantidad de receptores es indispensable que la actividad GAP de la RGS esté
localizada al receptor.

Por lo tanto, buscamos una manera de deslocalizar a la RGS. La forma mas sencilla
serfa deletar a SST2RGS, 1o que elimina completamente la actividad GAP, haciendo a la
hidrélisis de GTP homogénea entre Ga libre y acoplada a receptor. Sin embargo, dicho
experimento ya habia sido realizado (Shah y Marsh, 1996; Gehret et al., 2012). Debido a
esto, decidimos hacer un experimento més riguroso; reemplazar a Sst28GS por hsRGS4,
una proteina RGS que se localiza a membrana de manera independiente al receptor. Con-
sistente con las predicciones del modelo, en estas condiciones observamos un aumento de
la senalizacién cuando sobre-expresamos el receptor.

Si el SRF mide la fraccién de receptores ocupados, la variabilidad célula a célula
relativamente grande presente en la abundancia de receptores no deberia propagarse a la
respuesta rio abajo. De acuerdo con esta idea, en células wt encontramos una variabilidad
relativamente baja e independiente de la dosis. Por el contrario, al reemplazar a Sst2RGS

5 Core prediction
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por RGS4, observamos un marcado aumento de la variabilidad, lo que se condice con las
predicciones del modelo.

4.6. FEfectos de la abundancia de Steb

Usando la técnica de medicion de reclutamiento a membrana de Ste5 que desarrollamos
previamente (Bush, 2009; Bush y Colman-Lerner, 2013), medimos la constante de afinidad
efectiva entre Steb y sus sitios de unién a membrana. Realizamos esta medicién in vivo,
por lo que el valor obtenido refleja todas las interacciones y regulaciones pertinentes del
sistema. Esta es la primer estimacién experimental de este parametro. Mas atn, pudimos
medir cémo se reduce esta afinidad durante la respuesta.

Usamos el valor estimado para la afinidad entre Ste5 y GBvy de varias maneras. En
primer lugar nos permitié acotar la afinidad entre GBvy y GSPP, la cual tiene que ser
mucho mayor que la afinidad entre GG~y y Steb. De lo contrario, la interaccién entre Steb
y GBv impedirfa que G$PF inhiba la sefializacién en ausencia de feromona.

Por otro lado, usando nuestra estimaciéon de afinidad pudimos extender el modelo
Carrousel para incorporar el reclutamiento a membrana de Steb. Esta extension agregd
tres nuevos parametros al modelo, todos los cuales tienen estimaciones experimentales.

Este modelo extendido predice un corrimiento a la izquierda de la curva DoR de reclu-
tamiento de Steb5. También predice que dicho corrimiento desaparece cuando hay mayor
abundancias de Steb que de proteina G. Pudimos corroborar ambas predicciones experi-
mentalmente midiendo curvas DoR de reclutamiento a membrana de Ste5. Otra prediccién
de este modelo es que la actividad basal del SRF aumenta con la cantidad de Ste5. Asi-
mismo, pudimos corroborar esta prediccion midiendo la expresién de un gen reportero de
la via a feromona en cepas con diferente abundancia de Ste5. Por lo tanto, estos resulta-
dos experimentales, tanto a nivel de reclutamiento de Ste5 como de transcripciéon basal,
constituyen evidencia adicional a favor de nuestro modelo.

Otro resultado interesante que obtuvimos, es que la respuesta transcripcional depen-
de fuertemente de la abundancia de Ste5; a mayor abundancia mayor sensibilidad de la
respuesta, es decir, mas respuesta a menos dosis de feromona. Sin embargo, como mencio-
namos, el aumentos en la cantidad de Steb también producen un aumento en la senalizacién
basal. Esto produce que el cociente entre senalizacién maxima y basal disminuya al au-
mentar la abundancia de Steb. Por lo tanto, la cantidad de Steb5 define una relacion de
compromiso entre sensibilidad y veces de incremento de la respuesta inducida por feromona
(Thomson et al., 2011).

El fenémeno de DoRA fue postulado por la observacién de que las curvas DoR de
activacién de la protefna G, fosforilacién de Fus3MAPK induccién transcripcional y arresto
del ciclo celular, tienen un EC5( equivalente a la K C%'R entre el factor-a y Ste2GPCR (yu
et al., 2008a). Sin embargo, el reclutamiento a membrana de Ste5 no estd alineado con
estas curvas, sino que tiene menor EC5p (mayor sensibilidad). Esto nos resulta intrigante;
Jqué ventajas le da al sistema tener la curva DoR de Steb desalineada?

Un argumento surge de considerar los tiempos caracteristicos de los diferentes proce-
sos. La unién del ligando con el receptor es notablemente lenta: a una dosis de factor-«
equivalente a la K é'R, hacen falta 20 minutos para alcanzar el 90 % del valor de equilibrio
(Jenness et al., 1986; Bajaj et al., 2004). Por el contrario, el reclutamiento de Steb alcanza
el estado estacionario en alrededor de 5 minutos, a todas las dosis que ensayamos (Bush,
2009; Bush y Colman-Lerner, 2013). Esta diferencia en las velocidades de activacién puede



4. Conclusiones 96

estar relacionada a la distintas abundancias de los componentes; al haber menos moléculas
de Steb que de proteina G, se puede tener un reclutamiento total de Steb antes de llegar
a la disociacion completa de la proteina G. En otras palabras, el adelantamiento tempo-
ral del reclutamiento de Steb y el corrimiento de su curva DoR, podrian ser dos efectos
relacionados, derivados de la baja abundancia de Steb.

El hecho de que pasos rio abajo de Ste5, como la fosforilacién de Fus3MAPK | 1a induccién
de genes reporteros y el arresto del ciclo celular, estén alineados con la ocupacién del
receptor y la activacion de la proteina G también es intrigante. ;Como hacen pasos rio
abajo de Steb para alinearse con eventos rio arriba de Steb, si Sted estd desalineado?

Nuevamente, considerar los tiempos de cada proceso hecha luz sobre el asunto. Mientras
que medimos el reclutamiento de Steb en los primeros minutos de la respuesta, medimos
la respuesta transcripcional después de una hora de estimulacién. Es posible que durante
este tiempo la abundancia de Steb aumente; pese a que no hay induccién transcripcional
de STES en respuesta a feromona (Roberts et al., 2000; Maeder et al., 2007; Slaughter
et al., 2007), el hecho de que las células se arresten disminuye la tasa de dilucién y aumenta
lentamente la concentracién de Ste5. Como vimos, un aumento en la cantidad Sted corre
la curva DoR de su reclutamiento, alinedndola con los pasos rio arriba. Sin embargo, la
curva DoR de fosforilacién de Fus3MAPK  medida a los 15 minutos de la respuesta, estd
relativamente alineada con la ocupacion del receptor (Yu et al., 2008a). Es poco probable
que los niveles de Steb5 aumenten lo suficiente como para producir un corrimiento de su
curva DoR a tiempos tan cortos. Por lo tanto debe haber otro mecanismo responsable del
alineamiento a nivel de la activacién de Fus3MAPK,

Una posibilidad es que haya una relacién no lineal entre el reclutamiento de Steb y la
fosforilacién de Fus3MAPK | Las cascadas de kinasas pueden producir ultra-sensibilidad: una
relacién estimulo-respuesta més empinada que la curva de Michaelis-Menten (Goldbeter y
Koshland, 1984; Huang y Ferrell, 1996) ©. La ultra-sensibilidad a nivel de fosforilacién de
Fus3MAPK podria re-alinear su curva DoR con la de ocupacién del receptor en el equilibrio.
Este mecanismo es interesante ya que le permitiria a la célula tener un nivel de fosforilacién
de su MAPK proporcional a la ocupacién en el equilibrio del receptor, antes que se alcance
dicho equilibrio. También ayudaria a explicar el valor adaptativo de tener una cascada
de kinasas en lugar de una fosforilacién directa de Fus3MAPK, Esto es particularmente
relevante en un sistema donde la explicacién de tradicional de amplificacion de la respuesta
no parece ser valida.

4.7. Robustez y sensibilidad en la respuesta a feromona

En esta tesis estudiamos un sistema canoénico de transduccién de senal por receptor
acoplado a proteina G heterotrimérica: la respuesta a feromona sexual en Saccharomyces
cerevisiae. El estudio de este sistema nos llevé a desarrollar el modelo Carrousel de activa-
cion de la proteina G. Este modelo contempla todos los estados, complejos y transiciones
relevantes en la interaccién entre el receptor y la proteina G, y tiene una representa-
cién esquemadtica elegante. Realizando una serie de supuestos, claramente especificados,
simplificamos el modelo a uno de tan sélo 13 parametros. Encontramos estimaciones ex-
perimentales para 10 de estos parametros y definimos cotas razonables para los restantes,
por lo que no fue necesario realizar un ajuste del modelo a los datos. Este modelo es consis-

6 Notar que esta asercién de ultra-sensibilidad se refiere al coeficiente de Hill, mientras que en general
usamos el término sensibilidad para referirnos al ECs¢ de la curva DoR.
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tente con muchas observaciones realizadas en la via de respuesta a feromona durante las
ultimas tres décadas. Ademads, pudimos verificar experimentalmente varias predicciones
del modelo con nuevos experimentos.

El modelo Carrousel captura un mecanismos que le permite a las células medir la
fraccion de receptores ocupados. Esto explica simultaneamente la robustez a variaciones
en la cantidad de receptores y el fenémeno de alineamiento de las curvas dosis-respuesta.
Al mismo tiempo, el modelo permite explicar la sensibilidad a la dosis de ligando y a la
abundancia de la proteina de andamiaje Steb.

Es posible que sean estas propiedades de los sistemas GPCR las que los hagan eficientes
a la hora de medir concentraciones extracelulares de ligando de una manera fidedigna, y
el motivo por el cual estan tan ampliamente distribuidos en eucariotas.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Introduccion

Durante el desarrollo de esta tesis utilizamos diversas técnicas de biologia molecular,
biologia celular, microscopia, analisis de iméagenes y simulaciones numéricas, entre otras.
La mayoria de estas técnicas estan bien establecidas en el ambiente cientifico en gene-
ral y en el laboratorio en particular. Otras fueron desarrolladas y puestas a punto por
miembros del laboratorio, por lo que se pueden considerar técnicas propias del laboratorio
con algun grado de difusién en el ambiente cientifico. Por otro lado durante el transcurso
de la tesis pusimos a punto en el laboratorio técnicas relativamente novedosas que estan
estableciéndose en el campo. Finalmente desarrollamos técnicas y herramientas nuevas,
especialmente en lo referente al analisis de datos.

Un experimento tipico de biologia de sistema en levaduras, como los que fueron desa-
rrollados en esta tesis, consiste aproximadamente en los pasos detallados a continuacion.

En primer lugar se tiene que tener un diseno experimental, es decir, saber qué pertur-
bacién y qué medicién deben realizarse a qué cepa para responder la pregunta de interés.
Muchas veces el diseno experimental es el resultado del andlisis de un modelado matemati-
co. En general, las cepas necesarias requieren una serie de modificaciones genéticas que
tienen que ser introducidas en las cepas parentales.

Para construir estas cepas es necesario construir primero los fragmentos de ADN nece-
sarias para introducir las mutaciones deseadas. Para hacer esto, primero hay que realizar
un disernio de la secuencia deseada, en base al cual se sintetizan los primers y/o genes nece-
sarios para la construccién. Usando técnicas de biologia molecular e ingenieria genética se
procede a realizar el clonado y/o PCR por los cuales se obtiene el fragmento de ADN que
contiene la secuencia disenada. Luego, se transforma en levaduras y se seleccionan células
transformadas por formacién de colonias en medio selectivo. A continuacion, se aislan di-
ferentes clones y se los caracteriza de manera fenotipica y genética para determinar cuales
incorporaron el ADN recombinante del modo buscado.

Una vez que se cuenta con la cepa se procede a realizar el experimento, que suele con-
sistir en estimular a las células con diferentes reactivos con algin protocolo determinado y
adquirir fotos de microscopia. Luego, se analizan dichas fotos, en base a las cuales se obtie-
nen medidas cuantitativas de la respuesta celular, se confeccionan graficos, realizan ajustes
y anélisis estadisticos de los mismos. En algunos casos los resultados obtenidos abren nue-
vos interrogantes, los que se analizan realizando modelado matematico que sugiere nuevos
experimentos.

En este capitulo describiremos de manera detallada las técnicas utilizadas en el desarro-
llo de la tesis. El mismo esta pensado como material de referencia para consultar durante
la lectura de otras secciones, si se desea conocer los detalles de los procedimientos reali-
zados. También estd pensado como material de referencia para replicar los experimentos
descritos o realizar experimentos relacionados. Para ello, se detallan los protocolos utiliza-
dos, especialmente aquellos que fueron desarrollados en la tesis o difieren de los utilizados
habitualmente.

En la seccion 5.2 detallamos las técnicas de biologia molecular utilizadas, como por
ejemplo la manipulacién de ADN, PCR, digestiones, etc. Le damos particular énfasis a la
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técnica de “ensamblado Gibson” o “ensablado isotérmico” (ITA, seccién 5.2.2), ya que la
pusimos a punto en el laboratorio en el transcurso de la tesis.

En la seccion 5.3 describimos la construccion de las cepas utilizadas durante la tesis.
En la secciones 5.4 y 5.5 detallamos el crecimiento y la estimulacién de las células, res-
pectivamente. Especificamos los microscopios y parametros de adquisicién utilizados en
la seccién 5.6, mientras que discutimos consideraciones tomadas en cuenta para el diseno
experimental en la seccién 5.7.

Las secciones 5.8, 5.9 y 5.10 son las mas novedosas de este capitulo. En las mismas
describimos la segmentacion y cuantificacién de las imagenes de microscopia, y el andlisis
de dichos datos. En particular se hace una pequena descripcion del paquete Rcell desarro-
llado en esta tesis. Finalmente, en la seccion 5.11 describimos los métodos utilizados para
realizar las simulaciones numéricas de los modelos desarrollados.

5.2. Técnicas de biologia molecular

5.2.1. Técnicas basicas de manipulacién de ADN

Utilizamos técnicas béasicas de biologia molecular como por ejemplo la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), electroforesis en geles de agarosa, digestiones de ADN
con enzimas de restriccién, ligaciones de moléculas de ADN y utilizacién de cultivos de F.
coli para amplificar plasmidos. Los protocolos utilizados se detallan a continuacion.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): El protocolo general utilizado pa-
ra las PCR se detalla en la tabla 5.1. Utilizamos diversas ADN polimerazas comerciales,
como por ejemplo la Platinum™ ADN polimeresasa de Invitrogen™ y la Vent® poli-
meraza de NEB®. Por otro lado usamos una Taq polimerasa y una polimeresa de alta
fidelidad tipo PFU, producidas y purificadas en el IFIByNE por Jose Clemente. Dichas
enzimas resultaron ser extremadamente efectivas, incluso mostrando mayor actividad que
sus contrapartes comerciales.

En algunas ocasiones usamos colonias de bacterias como fuente de ADN molde. En
estos casos, usando un escarbadientes esteril, picamos la colonia y resuspendimos las células
en ~2 L de agua en un tubo de PCR. Luego, agregamos la mezcla de reaccién detallada en
la tabla 5.1. En estos casos aumentamos el tiempo de desnaturalizacién inicial a 5 minutos

a 95°C.

Reactivo Vol. (nv) # Descripcién T. (°C) Tiempo
Buffer 10x 2.5 1. Desnaturalizacién 95 2m
dNTPs 10 mMm 0.5 2. Desnaturalizacién 95 20s
MgSOy4 50 mMm 1.5 3. Annealing 55-68 30s
Polimeresa ~5U/pL 0.5 4. Elongacién) 68672  30s-3m
ADN molde ~1ng/ul 1.0 5. Ir a 2. entre 25 y 30 veces

Primer forward 10 pMm 1.0 6. Elongacién final®) 68 6 72 Sm
Primer reverse 10 nm 1.0 7. Mantenimiento 4 00
ddH,0O 17

(1) La temperatura de elongacién depende de la polimerasa utilizada. El tiempo de elongacién se
estima en 1 minuto por kb.

Tabla 5.1: Izq.: Reactivos para una reaccién de PCR (V = 25uL). Der.: Protocolo de PCR.
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Electroforesis en geles de agarosa: Disolvimos 0.25¢ [0.5¢g | de agarosa en 50 mL
[100mL | de TAE 1x caliente. Al enfriarse, pero antes de que gelifique, agregamos 5L
[10 L | de bromuro de etidio 10000x para obtener una concentracién final de 1ng/ml,
volcamos en la cama y colocamos el peine para armar las calles. Una vez que gelifico
sembramos el ADN en loading buffer en cada calle junto con el ladder y corrimos a 90-120
Volts por ~45 minutos. Revelamos en transiluminador UV.

Purificacion de ADN de geles de agarosa: Realizamos la electroforesis como deta-
llamos arriba, cortamos la banda de interés y se usamos el kit QIAquick® Gel Extraction
(QIAGEN).

Digestiones de ADN con enzimas de restriccién (ER): En general usamos un
volumen de reaccién de 20 pL, mezclando 2 pL de buffer 10x adecuado con el volumen
adecuado de agua, 100-500ng de pldsmido a cortar, (BSA de ser necesario) y 0.5 uL de
la enzima de restriccién. Incubamos de 30 minutos a una hora a 37°C. En algunos casos
inactivamos las enzimas de restriccién luego de la reaccién de digestién por calentamiento
a la temperatura y por el tiempo indicados por los fabricantes (normalmente ~30 minutos
a 65°C 6 80°C).

Transformacion de bacterias: En general utilizamos bacterias E. coli Dhba hechas
competentes mediante el protocolo detallado en la tabla 5.2. Las mismas se transformaron
usando el protocolo de la tabla 5.3. En casos excepcionales, cuando una mayor eficiencia
de transformacién fue requerida, usamos bacterias electro-competentes, transformandolas
por el método de electroporacion.

A 10mL de medio LB™) previamente autoclavado anadimos bacterias (E. coli)
Dejamos crecer en agitacién a 37°C hasta una DOggg de 0.6-0.7

Pusimos en hielo rapidamente en cuanto las retiramos de la agitacion
Centrifugamos a 5°C durante 7 minutos a 4000 r.p.m. (8000 g)

Descartamos el sobrenadante y al pellet le anadimos 5 mL de CaCly; 0.1 M
Mantuvimos las bacterias en hielo durante 10 minutos

Centrifugamos 5 minutos a 2500 r.p.m. (5000 g)

Descartamos el sobrenadante y al pellet le anadimos 1 mL de CaCls 0.1 M frio
Congelamos las células competentes en nitrégeno y liquido y conservamos a -80°C

© XS OEWN =

(*) Medio Luria-Bertani (1L): 10 g Triptona, 5 g extracto de levadura y 10 g NaCl (pH=7)

Tabla 5.2: Protocolo de preparacién de bacterias competentes quimicas.

Alicuotamos bacterias competentes quimicas de a 50 uL, en tubos de 1.5 mL
Agregamos 1-5 L de pldsmido a transformar

Incubamos en hielo por 30 minutos

Sometimos a las células a un shock térmico de 42°C por 90 segundos (estrictos)
Incubamos 2 minutos en hielo

Agregamos 950 pL. de LB y dejamos recuperando a las células a 37°C por una hora
Plaqueamos las bacterias en LB ampicilina 100 pg/ml o medio selectivo adecuado

Nk obE

Tabla 5.3: Protocolo de transformacién de bacterias competentes quimicas.

Purificacion de ADN plasmidico: Usamos los kits de minipreparaciéon de varias
marcas (QIAGEN, Invitrogen, Sigma) y seguimos los protocolos de los fabricantes.
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Cuantificacion de ADN: Medimos absorvancia a 260 nm usando un espectrofotéme-
tro capaz de medir en un mirovolumen de 1L (NanoDropTM, Thermo Fisher).

5.2.2. Ensamblado Isotérmico: Gibson assembly

a. Fragmentos de ADN a unir con secuencias solapadas en sus extremos

---------- TTTTAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACAG-3’
—————————— AAAATCTAAAAAGTGCGAATGACGAAAAAAGAAGGGTTCTAGCTTTTAAATGACTTAATTGTC-5’

5’ -CTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACAGAATTCATGTGTAAGGGTTTGGCG-—--——---- 3’
3’ -GAAAAAAGAAGGGTTCTAGCTTTTAAATGACTTAATTGTCTTAAGTACACATTCCCAAACCGC

b. Digestién de los extremos 5’ con T5 exonucleasa a 50°C

52 -TTTTAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACAG-3?
---------- AAAATCTAAAAAGT-5’ 5’ -GGGTTTGGCG--—-—-—---3’
37-GAAAAAAGAAGGGTTCTAGCTTTTAAATGACTTAATTGTCTTAAGTACACATTCCCAAACCGC--5’

c. Hibridacién (annealing) a 50°C

5’ -TTTTAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACAG-3’ 5’-GGGTTTGGCG---———--—-- 3’
—————————— AAAATCTAAAAAGT-5’ 3’ -GAAAAAAGAAGGGTTCTAGCTTTTAAATGACTTAATTGTCTTAAGTACACATTCCCAAACCGC--5"

d. Reparacién con la ADN polimerasa y Taq ligasa a 50°C
5’ -TTTTAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACAGAATTCATGTGTAAGGGTTTGGCG-———-—-—-——~ 3’
—————————— AAAATCTAAAAAGTGCGAATGACGAAAAAAGAAGGGTTCTAGCTTTTAAATGACTTAATTGTCTTAAGTACACATTCCCAAACCGC--5"

Figura 5.1: Representacién esquemética del ensamblado isotérmico o ensamblado de Gibson

Durante el doctorado pusimos a punto en el laboratorio la técnica de ensamblado
isotérmico (ITA '), también conocida como ensamblado de Gibson (Gibson et al., 2009).
La misma permite ensamblar fragmentos doble cadena de ADN de una manera altamente
eficiente y sin dejar cicatrices ? en el ADN final. Mds atn, permite unir fragmentos de
secuencia arbitraria ya que no es necesario tener sitios de corte para ER en los puntos de
unién. Finalmente, permite ensamblar hasta siete fragmentos de manera simultanea, en
una misma reaccion.

La reaccién de ensamblado de Gibson se basa en la actividad de tres enzimas: Una 5’
exonucleasa termosensible, una ADN polimeresa termoresistente (Phusion™) y una ADN
ligasa termoresistente (Taq ligasa). Estas enzimas actiian en una misma reaccién incubada
a 50°C, de ahi el nombre de ensamblado isotérmico.

Los fragmentos de ADN a ser ensamblados deben tener secuencias solapadas en sus
extremos, como se muestra en la figura 5.1a. La longitud de la regiéon de superposicién suele
estar en el rango de 15 a 80 pares de bases (bp). La 5’ exonucleasa degrada los extremos
5’ del ADN doble cadena dejando extremos 3’ protruyentes (figura 5.1b). Debido a que la
5’ exonucleasa utilizada es termosensible, actia sélo al comienzo de la reaccion, perdiendo
actividad rapidamente. La reaccién usa cantidades pequenas de 5’ exonucleasa, calibradas
para que la longitud de los extremos 3’ protruyentes resultantes sea de alrededor de 150
bases.

Los extremos 3’ protruyentes de los dos fragmentos a ser unidos tiene secuencias com-
plementarias y se hibridan entre si (figura 5.1c). En estas condiciones la ADN polimeresa

! IsoThermal Assembly
2 Se llama cicatriz (scar) a la secuencia que queda en el punto de ligacién de dos fragmentos de ADN
cortados con ER
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Buffer ITA 5x Mezcla maestra ITA
Reactivo Cant. Reactivo Cant.
Tris-HCl 1M pH 7.5 3 mL Buffer ITA 5x 320 pL
MgCl 2 M 150 pL T5 exonucleasa 10 U/uL 0.64 pL
dGTP 100 mmMm 60 pL ADN polimeresa Phusion 2 u/pL 20 pL
dATP 100 mM 60 pL Taq ligasa 40 U/pL 160 pL
dTTP 100 mMm 60 L ddH5O hasta volumen final de 1.2mL
dCTP 100 mm 60 nL _

DTT 1M 300 1L Ahcué)tar de a 15 pL en tubos de PCR. Conservar
PEG-8000 15g a -20°C.
NAD 100 mMm 300 pL

Tabla 5.4: Izquierda: Reactivos para preparar 6 mL de Buffer 5x para ITA. Alicuotar y guardar
a -20°C (Gibson et al., 2009). Derecha: Reactivos para mezcla maestra de ITA.

1. Descongelar alicuotas de 15 uL de la mezcla maestra de ITA en hielo.

2. Agregar de 10 a 100 ng de cada ADN a ensamblar en cantidades equimolares, en
un volumen de 5 pL.

3. Incubar a 50°C por 1 hora.

3. Transformar bacterias competentes con 5 L de la reaccion.

Tabla 5.5: Protocolo de ensamblado isotérmico (ITA).

de alta fidelidad y termoresitente utilizada puede elongar las hebras, completando las re-
giones simple cadena. Luego, la ADN ligasa termoresistente actia sellando las melladuras
(nicks). De este modo se obtiene una molécula de ADN doble cadena sin cicatriz en el
punto de unién (figura 5.1d).

Los reactivos y el protocolo para la reaccidon de ITA se describen en las tablas 5.4 y
5.5. Aproximadamente el 75 % del costo de una reaccién de ITA estd constituido por la
Taq ligasa. Por este motivo, hicimos una mezcla maestra sin ligasa y agregamos 2 juL de
Taq ligasa por tubo justo antes de agregar los fragmentos de ADN.

Cuando utilizamos ADN de alta calidad, la reaccién de ITA fue extremadamente efi-
ciente. Por ejemplo, en una ocasién ensamblamos 4 x 10~° nmol (18.4 ng) de un fragmento
de ADN sintetizado quimicamente (gBlock) con un pldsmido linealizado. Al transformar
el producto de esta reacciéon en bacterias E. coli Dhb5a competentes, con una eficiencia
n = 5x 10° UFC/ug ADN, obtuvimos alrededor de 1000 colonias. Purificamos los pldsmi-
dos contenidos en 10 de estas colonias y en todos los casos contenian el inserto.

Cuando un fragmento a ser ensamblado por ITA provenia de una reaccién de PCR, lo
pre-tratamos con la enzima de restriccién Dpnl. Esta ER tiene un sitio de corte de tan sélo
4 base (por ende muy frecuente), y sélo reconoce secuencias metiladas. Dado que el ADN
sintetizado por PCR no estd metilado, Dpnl degrada unicamente el ADN molde utilizado
para la reaccién, y no los fragmento sintetizado. Luego de la reaccién, inactivamos a Dpnl
por incubacién a 80°C por 20 minutos. Obtuvimos mejores resultados usando el producto
de PCR tratado con Dpnl directamente, sin purificar por gel o por columnas de afinidad.

En algunas ocasiones clonamos insertos en pldsmidos linealizados por una ER (e.g.
EcoRI) con un tnico sitio de corte. Luego de la digestién y inactivamos la ER por calor.
Notar que el método de ITA permite hacer un clonado direccional en estos casos, ya que la
orientacién estd definida por las secuencias que se solapan entre el inserto y el plasmido.
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Control de religacion

Tabla 5.6: Control de religacién de

Tratamiento m Neor 1 pldsmido sin inserto. El plasmido A180
1) A180 + EcoRI 58 136 2300 fue digerido con EcoRI y, 1) trasforma-
2) A180 + EcoRI — ITA 26 4 150

do directamente en E. coli, 2) tratado
por la reaccién de ITA, o 3) tratada
con fosfotasa antartica y después por la
reaccién de ITA.

3) A180 + EcoRI — fosfatasa — ITA 26 2 80

m: masa de ADN (ng) usada para transformar.
Neoi: Ntmero de colonias observadas (UFC).
7n: Eficiencia de la transformacién en UFC/ug ADN

Una observacion interesante es que no hace falta pre-tratar al plasmido con fosfatasa en
estos casos, ya que no hay mucha re-ligacion del pldsmido vacio tratado por la reacciéon
de ITA (tabla 5.6). Esto probablemente se deba a que EcoRI, como la mayoria de las ER,
dejan extremos 5’ protruyentes. Por lo tanto es probable que la 5’ exonucleasa elimine los
bordes cohesivos, disminuyendo drasticamente la probabilidad de religacién.

En otras ocasiones disenamos el clonado de modo de tener que linealizar el plasmido
con dos ER, por lo que se libera un pequeno fragmento. Cuando purificamos el backbone
por geles de agarosa o columnas de afinidad, en general obtuvimos rendimientos bajos y la
reacciéon de ITA no fue efectiva. Por lo tanto, en lugar de purificar, digerimos el plasmido
con tres ER, de modo que el fragmento liberado sea cortado en dos. Luego, inactivamos las
ER por calentamiento y, sin purificar, utilizamos el plasmido digerido para la reaccién de
ITA. En este caso obtuvimos buena eficiencia en el ensamblado, con un bajo background
de religacién.

5.2.3. Transformacién de levaduras

A diferencia de las bacterias, las levaduras no se pueden guardar en un estado compe-
tente por més de una semana. Debido a esto las células competentes se suelen preparar
el mismo dia de la trasformacion. Por otro lado, al transformar levaduras se suelen usar
complementacion de auxotrofias para seleccionar las células transformantes. Debido a que
en estos casos no se selecciona en un medio con antibidtico, hay que extremar los recau-
dos para evitar contaminaciones. El protocolo de preparacién de levaduras competentes y
transformacion de las mismas se detallan en la tabla 5.7.

Para obtener cultivos a una densidad deseada a la manana luego de una incubacién de
toda la noche (over-night, ON), usamos la ecuacién 5.1

V, = Vfggi 9(=At/7a) (5.1)
donde ODy; es la densidad éptica final deseada, ODg es la densidad éptica del cultivo
starter, At es el tiempo entre la inoculacion y la cosecha de las células, y 74 es el tiempo
de duplicacién de un cultivo exponencial (~90 minutos para levaduras en medio completo).

Determinamos la ODggg en el espectrofotémetro. Para medir la ODggg de cultivos
densos hicimos diluciones 1:10 de los cultivos originales para que caigan en el rango lineal
del espectrofotémetro [0.05,0.8].

El material génico que transformamos consistié de plasmidos linealizados sin origen
de replicacion, o productos de PCR con extremos homdlogos a secuencias del genoma de
levaduras (Longtine et al., 1998). Las levaduras tiene una alta tendencia a hacer recom-
binacién homoéloga. Por lo tanto al introducir un fragmento de ADN lineal con extremos
homologos a un locus del genoma, el mismo se puede integrar en dicho locus.
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o

®

10.
11.
12.
13.

Dos dias antes de la transformacién inoculamos 5 mL de YPD con la cepa a
transformar e incubamos a 30°C con agitacién (cultivo starter).

A 1ltima hora del dia anterior a la transformacién medimos en el
espectrofotémetro la ODggg del cultivo starter (ODg).

Inoculamos 50 mL de YPD en un erlenmeyer de 250 mL con un volumen del
cultivo starter Vi, tal que a primera hora del dia siguiente este a OD¢ = 0.6 (ver
ecuacién 5.1). Incubamos a 30°C con agitacion.

El dia de la transformacién medimos la OD y verificamos que se encuentre en el
rango [0.6,0.8].

Pasamos los 50 mL de cultivo a un tubo falcon de 50 mL.

Centrifugamos a 3500 r.p.m. (2000 g) por 2 minutos.

Descartamos el sobrenadante, agregamos 50 mL de agua esteril y resuspendimos
las células.

Centrifugamos nuevamente a 3500 r.p.m. (2000 g) por 2 minutos.

Otra vez descartamos el sobrenadante, agregamos 50 mL de agua esteril y
resuspendimos las células.

Centrifugamos otra vez a 3500 r.p.m. (2000 g) por 2 minutos.

Descartamos el sobrenadante y resuspendimos en 1 mL de LiTE 1x.

Pasamos a un tubo eppendrof de 1.5 mL y centrifugamos 20 segundos.
Descartamos el sobrenadante y resuspendimos en 500 uL. de LiTE 1x.

— Levaduras competentes. Se pueden conservar hasta una semana a 4°C — .

14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22,
23.

24a.

24b.

25.

Alicuotamos en tubos eppendorf de 1.5 mL las levaduras competentes, de a 50 pL
(o 100 pL) por transformacion.

Hervimos y enfriamos rapidamente ADN simple cadena de esperma de salmon
(ssDNA).

Agregamos 2.5 uL (o 5uL) de ssDNA por tubo.

Vortexeamos 20 segundos.

Agregamos 1-15 L. de pladsmido a transformar a cada tubo.

Agregamos 375 L (o 750 pr) de PEG 40 % LiTE 1x.

Incubamos 1 hora a 30°C.

Agregamos 50 pL (o 100 pr) de DMSO y mezclamos por inversién.

Incubamos a 42°C por 10 minutos (exactos).

Centrifugamos 20 segundos y descartamos sobrenadante.

Para transformaciones por complementacién de auxotrofias resuspendimos en
100 nL de agua esteril.

Para transformaciones por resistencia a antibidticos resuspendimos en 1ml de
YPD, incubamos a 30°C por 4 horas y concentramos las células en 100 pL por
centrifugacion.

Plaqueamos en placas de petri con medio selectivo.

Tabla 5.7: Protocolo de transformacién de levaduras, llevado a cabo en condiciones de esterilidad.
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5.3. Cepas de levaduras

5.3.1. Background genético de las cepas

Todas las cepas de S. cerevisiae utilizadas en el trabajo son haploides de tipo sexual
“a” (MATa) derivadas de YAS245-5C * (can1::HO-CAN1 ho::HO-ADE2 ura3 ade2 leu2
trp1 his8), derivada a su vez de la linea W303a (Thomas y Rothstein, 1989).

Estas células son auxotrofas para uracilo, triptéfano, leucina e histidina, lo cual fue
utilizado en la seleccién de las transformantes derivadas de esta cepa. Los genes CANI y
ADE?2 se expresan unicamente en células madres haploides, debido a que estan controlados
por el promotor de la endonucleasa HO que es especifico de célula haploide y tiene este
patron de expresiéon asimétrico. Esto tiene la ventaja de permitir seleccionar especifica-
mente a células hijas (que todavia no gemaron), ya que las madres son sensibles al anilogo
estructural de la arginina, canavanina. Sin embargo, esta propiedad no fue utilizada en
este trabajo.

La cepa ACL379 * fue construida en dos pasos. Primero se reemplazé el gen BARI
por URAS3 usando la técnica de reemplazo génica en un paso mediada por PCR ° (Baudin
et al., 1993), usando el pldsmido pRS406 como templado. Luego, se seleccionaron colonias
mutantes espontdneas ura3 creciendo al cultivo en placas con dcido 5-fluoro-orético (5-
FOA, Colman-Lerner et al. 2005). El 5-FOA es convertido a un especie téxica por Ura3,
por lo que puede ser utilizado para seleccionar células ura3 (Guthrie y Fink, 1991). BAR1
codifica para una proteasa especifica de factor-«, por lo que cepas Abar! como ACL379
permiten un mayor control en la dosis de factor-a en el medio.

5.3.2. Reporteros transcripcionales de la respuesta a feromona

La cepa ACL387 se construyé reemplazando la secuencia codificante de PRM1 en
ACL379 con un producto de PCR conteniendo la secuencia codificante de YFP, el ter-
minador de ADHI y el gen his5T de S. pombe, amplificado a partir de pYFP-His3MX6
(Colman-Lerner et al., 2001). El gen PRM1 se induce de manera especifica durante la
respuesta a feromona (Heiman y Walter, 2000).

ACL394 se construyé a partir de ACL387 reemplazando el gen endégeno CD(C28CPK
con la copia mutante del plasmido pCDC28-as2-406 (cdc28-F88A) usando el método de
reemplazo génico por integracién-escisién en dos pasos (Guthrie y Fink, 1991). El plasmido
pCDC28-as2-406 fue construido amplificando CDC28°PK a partir de ADN genémico de
ACL379 e introduciendo mutaciones dirigidas por PCR (ver detalles en material suple-
mentario de Colman-Lerner et al. 2005).

La cepa TCY3154 6 fue construida a partir de ACL394 por integracién del plasmido
pPRM1-CFP-404 en el locus trp! (Colman-Lerner et al., 2005).

5.3.3. Proteinas de fusién con YFP

Para construir la cepa TCY3056, primero se integré el plasmido pPgrrs-YFP-STES-
URAS3 en el genoma, en el sitio del promotor de STES, transformado células ACL379 y
seleccionando en medio sin uracilo. Esto resulté en una cepa con dos copias de STES en

3 YAS245-5C fue aislada por Anita Sil en el laboratorio de Ira Herskowitz.

4 Las cepas ACL fueron creadas por Alejandro Colman-Lerner en el Molecular Sciences Intitute.
5 PCR-mediated one-step replacement.

6 Las cepas TCY fueron construidas por Tina Chin en el Molecular Sciences Intitute.
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tandem, una de las cuales era YFP-STES. Se seleccionaron células en las que el gen URAS3
y una de las copias de STFES fuera eliminado por recombinacién homologa, usando 5-FOA.
Se confirmé que la cepa expresara YFP-Ste5 por microscopia de fluorescencia y western
blot (Gordon et al., 2007).

La cepa TCY3057 se generd integrando pPsrrs-YFP-STE5-TRP1 en el locus trpl
de TCY3056. TCY3216 fue generada integrando pPgrrs-YFP-STE5-URAS en el locus
ura3 de TCY3057. Estas cepas se seleccionaron segtin la auxotrofia correspondiente y se
determiné en nimero de integraciones de YFP-Steb por microscopia de fluorescencia y
western blot (Gordon et al., 2007). La cepa TC3216 tiene una fluorescencia compatible
con cuatro copias de YFP-STFES, lo que sugiere que en la colonia seleccionada se integraron
dos copias de pPsrrs-YFP-STE5-URAS.

Las cepas TCY3071, TCY3072, TCY3073, TCY3075, TCY3077 y TCY3078 fueron
construidas transformando ACL379 con el producto de PCR de pYFP-His3MX6 (Colman-
Lerner et al., 2001), que contiene toda la regién codificante de YFP, el terminador de ADH1
y el gen his5T de S. pombe (homdlogo al gen HIS3 de S. cerevisiae). Los primers usados
para amplificar este constructo tenian 40 nucledtidos homdlogos al final del gen blanco,
de manera que el constructo con YFP se integrase en marco de lectura por recombinacién
homéloga (Longtine et al., 1998).

Para construir las cepas YPP3661 e YPP3662 7, se partié de la cepa TCY3106 (Abarl,
Afus3::natMX/ ), en la que se habia eliminado el gen STES5 usando el cassette de resistencia
a nourseothricina natMX/. Se transformé TCY3106 con el plasmido pIT-S5Y3 digerido
con SnaBI, enzima de restriccién que lo linealiza cortando en el marcador de seleccion
TRP1. El plasmido pIT-S5Y3 contiene, en un backbone pRS304, el ORF y las regiones
regulatorias de STFES. Hacia el extremo 3’ del ORF de STES, en el sitio de corte de
Eagl, se insert6 en marco de lectura un constructo que contiene tres ORF en tandem que
codifican para YFP. Luego, se muestrearon varias colonias transformantes en base a su
nivel de fluorescencia de YFP. Se seleccionaron a YPP3661 e YPP3662 como cepas con
una y tres integraciones del plasmido, respectivamente.

Durante la tesis construimos las cepas con miltiples integraciones de YFP-STES por
integracién de una o varias copias del cassette Psrps-YFP-STES. Las cepas YAB3759 a
YAB3770 ® resultaron de la transformaciéon de TCY3126 con los plasmidos integrativos
pPstrs-YFP-STE5-URA3 o pPsrrs-YFP-STE5S-TRP1 (Gordon et al., 2007), o con la co-
transformaciéon de ambos simultdneamente. Las colonias resultantes se seleccionaron en
medio SC sin uracilo (-U), o sin triptofano (-T), o sin uracilo ni triptofano (-TU). Un
gran numero de colonias transformantes fueron muestreadas. Seleccionamos colonias con
diferente nimero de integracion basdndonos en la fluorescencia en el canal de YFP de
dichas colonias. Las cepas YAB3771 a YAB3777 fueron construidas de manera andloga
partiendo de la cepa TCY3099. De igual forma construimos las cepas YAB3785, YAB3789
vy YAB3797, a partir de la cepa YRY2064b.

5.3.4. Construccién de cepas con el alelo inhibible fus3-as2

Las cepas YRY?2013b ? fue construida en dos pasos. Partiendo de TCY3057, se reem-
plazé al gen FUSSMAPK con el gen de resistencia a nourseothricina natMX/, mediante
la técnica de delecién de genes en un paso mediada por PCR (Baudin et al., 1993). Se

" Las cepas YPP fueron construidas en el laboratorio de Peter Pryciak.
8 Las cepas YAB fueron construidas en este trabajo
9 Las cepas YRY fueron construidas por Richard Yu en el Molecular Sciences Intitute.
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seleccioné con nourseothricina, se confirmé la delecién de FUSIMAPK por PCR y por
una respuesta alterada a feromona (usando ensayos de halo). Luego se transformé con el
pldsmido pES1002 (pRS406-fus3-as2) linealizado y se seleccionaron las colonias que cre-
cieran en medio sin uracilo (el marcador auxotréfico de pRS406). Finalmente se buscaron
las colonias en las que fus3-as2 se expresara. Esto se hizo verificando que las células se
arrestaran y formaran “shmoos” en medio con factor-a, pero que no lo hicieran en medio
con factor-a y el inhibidor 1-NM-PP1 (Yu et al., 2008a).

La cepa YRY2064b fue construida a partir de TCY3056, transformando con el plasmido
pES1002 (pRS406-fus3-as2) digerido con Mfel que corta en un tnico sitio en el promotor
de FUSS3. Se seleccionaron colonias transformantes en medio sin uracilo que contenian dos
copias de FUS3, una de las cuales tenia la mutacion as2. Luego, creciendo las células en
medio con 5-FOA, se seleccionaron células en las que la copia WT de FUSS junto con el
marcador URAS& habian sido eliminadas espontdneamente por recombinacién homdloga
(loop out). Se confirmé la presencia del alelo fus3-as2 fenotipicamente, verificando que
la respuesta morfolégica a feromona fuese inhibida por 10um de 1-NM-PP1 (Yu et al.,
2008a). La cepa VRY3744 'O fue construida por Victoria Repetto a partir de YPP3661,
de manera andloga a como se construyé la cepa YRY2064b.

5.3.5. Construccién de cepas Pgur,-STE2GPCR

Primer Secuencia

416 gttttttcaaccatgtaaatttcctaattgggtaagtacagaattcgagectcgtttaaac
417 gatcataaaatagattgctcaatgaaggagccgecatcagacattttgagatcegggtttt
468 gttataggttcaatttggtaattaaagatagagttgtaagecggatccccgggttaattaa
469 tcacacctccgcttaatttatacgtaatagtatttacagtgaattcgagetcgtttaaac

Tabla 5.8: Primers de ADN usados en esta tesis

Construimos las cepas YAB3930, YAB5302 y YAB5372 por transformacién de TCY3154,
ACL394 y YPP3662 respectivamente, con el producto de PCR del plasmido pFA6a-
kanMX6-pGAL1 (Longtine et al., 1998), amplificado con los primers 416 y 417 (tabla 5.8).
Dichos primers tienen 40 nucleétidos de homologia con la regién regulatoria de STE2CGFPCR,
por lo que durante una recombinacién homoéloga el producto de PCR (que contiene la re-
gién regulatoria de GALI) reemplaza a la regién regulatoria de STE2GPCR, Las células
transformantes fueron seleccionadas en placas YPD complementadas con 200 pg/ml del
antibiotico G418. Este antibidtico, también conocido como Geneticina, es inactivado por
la fosfotransferesa codificada por el gen bacteriano kanMX (Webster y Dickson, 1983).
Seleccionamos las colonias con el fenotipo deseado en base a su capacidad de responder a
factor-a cuando fueron crecidas en SC-GalRaf, pero no en SC-Glu.

5.3.6. Expresion de hsRGS4 en levaduras

Para construir el plasmido pRS406-P 5c11-hsRGS4-CFP disenamos una secuencia que
codifica para hsRGS4 (RGS4 de Homo sapiens), optimizada para respetar el uso de co-
dones de levaduras (tabla 5.9). Para ello, partiendo de la secuencia de amino acidos de la

10 La cepa VRY3744 fue construida por Victoria Repetto, en nuestro laboratorio.
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isoforma més abundante de hsRGS4 (http://www.uniprot.org/uniprot/P49798), retro-
tradujimos a secuencia de nucléotidos usando el programa JCat (http://www.jcat.de).
Esta herramienta evita incluir secuencias de corte para ER de uso comtn y la formacién de
estructuras secundarias de ARN (hairpins) que puedan causar la terminacién de la trans-
cripcién (Grote et al., 2005). En el extremo 5’ de hsRGS/ incluimos ~60 bp de homologia
con el final del promotor de ACTI, mientras que en el extremo 3’ ~60bp de homologia
con el principio de CFP en marco de lectura y sin incluir un codén de terminacién. Este
contructo fue sintetizado como un gBlock (Integrated DNA Technologies) y clonado en
pRS406-P 4c71-CFP (Colman-Lerner et al., 2005). Para ello, digerimos a pRS406-P 4071-
CFP con EcoRI, que corta entre el final del promotor y el comienzo de CFP, y ligamos el
plasmido con el fragmento conteniendo a hsRGS/ mediante Gibson Assembly (ver seccién
5.2.2 y Gibson et al. 2009).

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

gcttttagat
aacagaattc
AGATATGAAG
TTCTCACAAC
GAAGTGGGCG
GGCGTTCCTC
ATACAAGAAG
GTTCATCTCT
TTCTCGTAAT
TAACTTGATG
GGTAAATCCA
CGCTTCTCTC
agttgtccca

ttttcacget
ATGTGTAAGG
CACAGATTGG
AAGAAGGACA
GAAAGTTTGG
AAAAGTGAAT
ATAAAGTCTC
GTTCAAGCGA
ATGTTAGAAC
GAAAAGGACT
TCTTCTTGTG
GTTCCACAAT
attcttgttg

tactgctttt
GTTTGGCGGG
GTTTCTTGCT
AGGTTGTTAT
AAAACTTGAT
ACTCGGAAGA
CATCTAAACT
CTAAAGAAGT
CAACTATCAC
CGTATAGAAG
GTGCTGAAAA
GTggcggatc
aattagatgg

ttcttcccaa
TCTCCCAGCG
CCAAAAGAGT
CTGTCAAAGA
ATCGCACGAA
AAACATAGAC
CTCTCCAAAG
AAATCTCGAC
TTGTTTTGAC
ATTTTTGAAG
GCAAAAGGGT
catgagtaaa

gatcgaaaat
TCTTGTTTGA
GATAGTTGTG
GTTTCGCAAG
TGCGGTTTGG
TTTTGGATAA
GCGAAGAAGA
TCTTGCACTA
GAAGCGCAAA
TCTCGTTTCT
GCTAAATCTT

ggagaagaac

ttactgaatt
GAAGTGCTAA
AGCATAACTC
AAGAAGTAAA
CGGCGTTCAA
GTTGTGAAGA
TATACAACGA
GGGAAGAAAC
AGAAGATATT
ACTTGGACTT
CTGCTGACTG
ttttcactgg

Tabla 5.9: Secuencia del gBlock sintetizado con el ORF de hsRGS4 optimizado para respetar el
uso de codones de levaduras. La secuencia en maytscula corresponde al marco abierto de lecutura
de hsRGS4, mientras que la parte en minuscula se agregé para facilitar el clonado.

Derivamos las cepas YAB5303 v YAB5313 a partir de ACL394 y YAB5302 respecti-
vamente, por transformacion con el pldsmido pRS406-P 4071-hsRGS4-CFP digerido con
la ER Stul. El pldsmido contiene un unico sitio de corte para esta ER en la secuencia
de URAS3, lo que favorece la recombinacién homdéloga del plasmido linealizado en el locus
URAS3. Seleccionamos las células transformates en placas -U y las colonias positivas fue-
ron identificadas en base a la presencia de fluorescencia en el canal de CFP asociada a
membrana plasmaética.

Construimos las cepas YAB5351, YAB5352 y YAB5353 a partir de YAB5302, YAB5303
v YAB5313 respectivamente, por transformacién con un producto de PCR obtenido ampli-
ficando pFA6a-NAT-MX4 (Goldstein y McCusker, 1999) con los primers 468 y 469 (Tabla
5.8). Estos primers levantan el cassette de expresion de natMX4 (que confiere resistencia
a nourseothricina) y contienen 40 bp de homologia con regiones del genoma que flanquean
a SST2RGS Seleccionamos las células transformantes en placas YPD complementadas con
100 pg/ml del antibiético nourseothricina (Nat).
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5.3.7. Genotipos relevantes de las cepas usadas

Cepa Genotipo Relevante

ACL379 Cepa parental ()

ACL387 prm1::Pppymn - YFP::hisst )

ACL394 prml1::Ppran - YEP::hisht, cde28::CDC28-as2 (V)

YRY2013b  ste5::YFP-STES, trpl::Psrps-YFP-STES5:: TRP1,
L Afus3:matMX4, fus3::fus3-as2

YRY2064b steb::YFP-STES, fus3::fus3-as2

TCY3002  prml:Pprari-YFP::his5t, Aste2::TRP1

TCY3056  ste5::YFP-STE5 ()

TCY3057  ste5::YFP-STES, trpl::Psrgs-YFP-STE5::TRP1 (@)

TCY3071  fus3::FUS3-YFP::his5"

TCY3072  ste7::STE7-YFP::his5

TCY3073  bmh2::BMH2-YFP::his5"

TCY3075  msgs::MSG5-YFP::his5"

TCY3077  sst2::SST2-YFP::his5+

TCY3078  stef::STE4-YFP::his5™

TCY3099  stes::YFP-STES, CFP-STE

TCY3100 CFP-STE/

TCY3126 leu2::Ppryi-CFP, cdc28::CDC28-as2, steb::YFP-STES

TCY3127  leu2::Ppgyi-CFP, cdc28::CDC28-as2, ste5::YFP-STES,
L trpl::Pgpps-YFP-STES5:: TRP1

TCY3129 leu2::Ppry-CFP, cdc28::CDC28-as2

ESY3136 ste20::STE20-YFP::his5+

TCY3154  prml::Ppryri-YFP::hiss5t, cdc28::CDC28-as2, actl::Pacr1-CFP::TRP1 @

TCY3205 leu2::Ppgry-CFP, cdc28::CDC28-as2, steb:: YFP-STES,
L trpl::Pgrps-YFP-STES5:: TRP1, Aste4::kanMX6

TCY3216  steb::YFP-STES, trpl::Pgrgs-YFP-STES:: TRP1

YPP3661  Asteb::natMX/, trpl::STE5-YFPx3::TRP1

YPP3662  Aste5:matMX4, (trp1::STE5-YFPx3::TRP1)x3 )

VRY3744  Asteb::natMX/, trpl::STE5-YFPx38::TRP1, fus3::fus3-as2

YAB3759 leu2::Ppruyi-CFP, cdc28::CDC28-as2, steb::YFP-STES,
L trpl::Pgrps-YFP-STES5::TRP1

YAB3760 leu2::Ppry1-CFP, cdc28::CDC28-as2, steb::YFP-STES,
L trpl::Pgpps-YFP-STES::TRP1

YAB3761 leu2::Pprpy1-CFP, cdc28::CDC28-as2, steb5::YFP-STES,
L (trpl::Pgrps-YFP-STE5::TRP1)x3
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Cepa Genotipo Relevante
YAB3762  leu2::Pprpyi-CFP, cdc28::CDC28-as2, steb::YFP-STES,

L (trp1::Pgrps-YFP-STES5:: TRP1)x5
YAB3764 leu2::Pppy1-CFP, cdc28::CDC28-as2, steb::YFP-STES,

L trpl::Pgrgps-YFP-STE5::TRP1, Psrgs-YFP-STE5::URAS
YAB3765 leu2::Pprui-CFP, cdc28::CDC28-as2, steb::YFP-STES,

L (trp1::Pgrps-YFP-STES5::TRP1, Psrps-YFP-STE5::URAS3)%3
YAB3766 leu2::Ppryi-CFP, cdc28::cdc28-as2, steb:: YFP-STES,

L (trp1::Psrps-YFP-STES5::TRP1, Psrps-YFP-STES5::URAS3)%6
YAB3767  leu2::Pprpyi-CFP, cdc28::CDC28-as2, steb::YFP-STES5,

L (trp1::Pgrps-YFP-STES5::TRP1, Psrps-YFP-STE5::URAS3)X5
YAB3769 leu2::Ppry-CFP, cdc28::CDC28-as2, steb::YFP-STES,

L (trp1::Psrps-YFP-STES5::TRP1, Psrps-YFP-STES::URAS)x4
YAB3770  leu2::Pprpyi-CFP, cdc28::CDC28-as2, steb::YFP-STES,

L (trp1::Psrps-YFP-STES5::TRP1, Psrps-YFP-STE5::URAS3)%8
YAB3771  steb::YFP-STES, CFP-STEY, steb::Pgrps-YFP-STES:: TRP1
YAB3772  steb::YFP-STES, CFP-STEY,

L sted::Pgrrs-YFP-STES5::TRP1, steb::Pgpps-YFP-STES::URAS
YAB3773  steb::YFP-STES, CFP-STEY,

L sted::Pgrps-YFP-STES5::TRP1, steb::Psrps-YFP-STES::URAS
YAB3774  ste5::YFP-STES, CFP-STEY,

L (ste5::Pgrps-YFP-STE5:: TRP1, ste5::Psrgs-YFP-STE5::URAS3)x3
YAB3775  steb::YFP-STES, CFP-STEY,

L (steb::Pgpps-YFP-STES:: TRP1, steb::Psrps-YFP-STE5::URA3)X3
YAB3776  ste5::YFP-STES, CFP-STEY,

L (ste5::Pgrps-YFP-STE5:: TRP1, ste5::Psrgs-YFP-STE5::URA3)x4
YAB3777  steb::YFP-STES, CFP-STEY,

L (steb::Pgpps-YFP-STES:: TRP1, steb::Psrps-YFP-STE5::URA3)x4
YAB3785  fus3::fus3-as2, ste5::YFP-STES, stes::Psrps-YFP-STES::URAS,

L trpl::Pgrgps-YFP-STE5::TRP1
YAB3789  fus3::fus3-as2, ste5::YFP-STES, (ste5::Psrgs-YFP-STE5::URAS,

L trpl::Pgrps-YFP-STES5::TRP1)x6
YAB3797  ste5::YFP-STES, fus3::fus3-as2, ste5::Psrps-YFP-STE5::URAS
YAB3930 prml::Ppram - YFP::his5T, c¢dc28::CDC28-as2, actl::Pycri1-CFP::TRP1,

L ste2::Paar1-STE2: :kanM X6
YAB5302 prml::Ppryn-YFP::his5T, cdc28::CDC28-as2, ste2::Pgar1-STE2::kanMX6
YAB5303  prml::Ppryn-YFP::hish", cdc28::CDC28-as2, ura3::Pacr1-hsRGS{-CFP::URAS3
YAB5313  prml1::Pprun- YEP::hisbT, cdc28::CDC28-as2, ste2::Paar1-STE2::kanMX6,

L ura3::Pacr1-hsRGS4-CFP::URAS
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Cepa Genotipo Relevante

YAB5352  prml1:Pppai-YFP::hisST, cdc28::CDC28-as2 ura3::Pacri-hsRGS4-CFP::URAS3
L Asst2:matMXy

YAB5353  prml::Pppai- YEFP::hish™, cdc28::CDC28-as2 ste2::Pgarp1-STE2: :kanMX6,
L ura3::Pacr1-hsRGS4-CFP::URAS, Asst2::natMX/

YAB5372 Asteb:matMX4, trpl::STE5-YFPx 3::TRP1 (3x), ste2::Pgar1-STE2::kanMX6

Tabla 5.10: Genotipos relevantes de las cepas utilizadas en esta tesis. Todas las cepas son
descendientes de las cepa parental ACL379. La notacién () x N indica el nimero N de integraciones
de STE5 que aportan a la cepa los elementos génicos entre paréntesis. (1): Cepa construidas en
Colman-Lerner et al. 2005. (2): Cepa construidas en Gordon et al. 2005. (3): Cepa construidas en
Ventura et al. 2014.

5.4. Cultivo de levaduras

5.4.1. Medios de cultivo

La composicién de los medios para levaduras utilizados se detalla en la tabla 5.11.
YPD es un medio complejo usado para crecimiento de rutina. SC (del ingles Synthetic
Complete) es un medio completo definido con bajos niveles de fluorescencia, lo que lo hace
ideal para microscopia de fluorescencia.

Para conservar las cepas de levadura producidas por transformacién las congelamos a -
80°C. Para hacer esto, crecimos estrias en placas YPD, levantamos una masa apreciable de
levaduras con un tip estéril y resuspendimos las células en 1 mL de YPD liquido con 15 %
v/v de glicerol. Guardamos la suspensién de células en un tubo crioscépico en un freezer
a -80°C, en el cepario del laboratorio. Para realizar experimentos descongelamos las cepas
estriando en una placa YPD. Para evitar la acumulacién de mutaciones, descongelamos
nuevamente las cepas en uso cada 3 meses aproximadamente.

Preparamos los medios de cultivo en botellas de 1L y las esterilizamos por autoclavado
(20 minutos a 120°C, 2 atm.). Guardamos los medios estériles a temperatura ambiente
hasta su utilizacién. Para la preparacién de placas volcamos el medio correspondiente con
agar en placas de plastico estériles.

5.4.2. Inoculacion y crecimiento de cultivos

Para los experimentos de induccién transcripcional y de reclutamiento a membrana
realizados en el microscopio no-confocal, crecimos las células en medio liquido. Para ello,
el dia anterior al experimento preparamos tres tubos de vidrio con 2-3mL de medio SC.
Inoculamos el primero de estos tubos picando con un tip estéril una estria fresca de la cepa
pertinente. Luego, realizamos dos diluciones seriadas 1:30 del primer tubo en los otros dos.
Incubamos los tres tubos ON con agitacién a 30°C. De este modo, cuando un tubo alcanza
la saturacién a ODgoo ~ 1, el tubo siguiente se encuentra a una ODggp ~ 1/30 ~ 0.033
adecuada para los experimentos de microscopia (ver abajo). Dado que los cultivos duplican
su ODggo cada 90 minutos, este método permite tener una fuente de células exponenciales
por casi 15 horas.
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Medio Componente(!) Conc.
YPD Extracto de levadura 10g/L
Peptona 20g/L
Dextrosa 20g/L
Agar bacteriolégico (medio sélido) 20g/L
SC-Glu®  Mezcla de micronutrientes (YNB sin aminodcidos) 1.7 g/L
Sulfato de amonio 5g/L
Glucosa 20g/L
Agar bacteriolégico (medio sélido) 20g/L
Aminoécidos® (Brent’s Supplemented Mizture) lg/L
SC-GalRaf Mezcla de micronutrientes (YNB sin aminodcidos) 1.7g/L
Sulfato de amonio 5g/L
Galactosa 20g/L
Rafinosa 10g/L
Agar bacteriol6gico (medio sélido) 20g/L
Aminodcidos® (Brent’s Supplemented Mizture) lg/L

Tabla 5.11: Composicién de los medios de cultivo para S. cerevisiae utilizados (Sherman, 1991).
(1): Componentes disueltos en agua bi-destilada y autoclavados. (2): También llamado SC (a secas).
(3): Para hacer medios de seleccién de cepas prototréficas, usamos mezclas de aminodcidos sin el
aminodcido relevante (drop-out).

En las ocasiones en las que los experimentos requerian méas de 4 o 5 cepas distintas,
en lugar de usar tubos de vidrios, usamos placas de cultivo de 96 wells. Realizamos los
cultivos en un volumen de 200 pL, haciendo dos diluciones seriadas 1:30 de cada cepa
dentro de la misma placa. Incubamos las placas con agitacién a 30°C. Para estimar el
grado de crecimiento del cultivo en cada well, aprovechando que los mismos son de pléstico
transparente, los observamos ya sea ojo desnudo o con el microscopio invertido de mesada
con un aumento de 200x.

Para los experimentos de reclutamiento de Ste5 realizados en el microscopio confocal,
crecimos a las células de la siguiente manera. El dia anterior al experimento, a partir de
una estria fresa en placa SC, estriamos la cepa de interés en otra placa SC, que incubamos
a 30 °C durante la noche. El crecimiento en medio sélido tiene una serie de ventajas
operacionales. Primero, las células no forman agregados ya que las mismas se separan
totalmente tras la citocinesis. Esto es en contraposicién a lo que ocurre en medio liquido,
donde levaduras madres e hijas quedan unidas fisicamente atin después de la citocinesis,
por lo que se forman aglomerados celulares. Estos aglomerados dificultan la observacion
en el microscopio de la muestra. Aunque sonicar el cultivo disgrega estos aglomerados
haciendo a la muestra apta para la observacién, ésta era una solucién metodoldgicamente
mas complicada que crecer a las células en medio sélido. En segundo lugar, permite obtener
células en fase exponencial de crecimiento durante varias horas. Al estriar en placa se forma
un gradiente de densidades iniciales de células, ya que a medida que se pasa el ansa sobre
el agar se van depositando cada vez menos células. Esto produce que diferentes regiones de
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la estria alcancen la fase estacionaria a diferentes tiempos. Las regiones del agar en donde
se depositaron menos células tardan mas en alcanzar una densidad de células que inhiba el
crecimiento. De esta manera, picando células del borde de la regién donde se ve crecimiento
sobre la placa (a ojo desnudo), se puede obtener células en fase casi-exponencial. Esto
permitié tener una fuente de células en la misma fase de crecimiento durante periodos
compatibles con la duracién del experimento, que en algunos casos fue de hasta 8 horas.

Comparando la proporciéon de células con gemas incipientes entre un cultivo liquido
exponencial y un cultivo sélido, se observan leves diferencias. Por lo tanto el crecimiento en
medio solido genera células en fase casi-exponencial. Sin embargo esta pequena diferencia
no repercute fuertemente en el fenémeno estudiado.

5.4.3. Montaje de células para microscopia

El medio YPD fluoresce fuertemente en todas las longitudes de ondas del espectro
visible. Las células crecidas en este medio tiene muy alta autofluorescencia, incluso si
son lavadas exhaustivamente. Por lo tanto, para observar células en el microscopio de
fluorescencia, crecimos los cultivos en medio sintético completo (SC). Este medio tiene
un nivel de fluorescencia mucho menor y las células crecida en el muestran mucho menos
autofluorescencia.

Para observar las células al microscopio se utilizaron placas multi-wells, con fondo
de vidrio 6ptico, de 150 um de espesor (BD Falcon Galss-Bottom Imaging Plates). En los
experimentos de induccion transcripcional usamos placas de 384 wells, cada uno de 4.5 mm
de lado. Por otro lado, para los experimentos de reclutamiento a membrana de Steb en los
que tuvimos que estimular durante la adquisicién, usamos placas de 96 wells de 9mm de
lado, ya que esto facilité la estimulacién.

Con el objetivo de adherir las células al fondo del well y evitar que se movieran al
cambiar el medio (por ejemplo cuando estimulamos con feromona), los wells se pre-trataron
con concanavalina-A (concanavalina A tipo V, Sigma). Esta proteina es una lectina y une
fuertemente los polisacaridos presentes en la pared celular de las levaduras. Pre-incubamos
los wells con una solucién de 1 mg/ml de concanavalina A, por al menos media hora y
lavamos dos veces con agua.

Para las células crecidas en medio sélido (ver arriba), picamos del borde de la estria
con un tip de 200 pL y resuspendimos en 300 nL de medio SC. Buscamos una densidad de
células tal que, al colocar un volumen de 100 pL de las células resuspendidas en un well
de 9mm de lado, formaran al decantar una sola capa de células espaciadas. Esta densidad
corresponde a ODgog = 0.03. Realizamos este procedimiento entre 20 minutos y una hora
antes de la estimulacién de las células.

En cuanto a los cultivos crecidos en medio liquido, sonicamos brevemente células expo-
nenciales en un sonicador de punta, por 15 segundos a potencia minima. De esta manera
rompimos los agregados celulares, facilitando una dispersiéon homogénea de las células en
los wells adecuada para microscopia. Llevamos por dilucién los cultivos a una densidad
aproximada de ODggy ~ 0.03, y colocamos 20 pL del cultivo en wells de 4.5 mm de lado
(placa de 384-wells). En los casos en los que partimos de un cultivo exponencial diluido
(ODgpo < 0.1), para estimar la densidad de células pusimos 20 pL en un well de 4.5 mm de
lado, esperamos a que decanten y las observamos en el microscopio de mesada (aumento
de 400x).
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5.5. Estimulacion de levaduras

5.5.1. Preparacién de factor-«

La feromona secretada por las células MAT «, el factor-c, es un polipéptido sin grupos
lipidicos, puede ser sintetizado facilmente y es muy soluble en agua. Por el contrario,
el factor-a (secretado por las células MATa) contiene un grupo farnesil en su extremo
C-terminal, es complicado de sintetizar y purificar, y tiende a precipitar y adherirse al
material plastico. Debido a esta ventaja metodologica la mayor parte de la literatura
describe la respuesta de las células MATa al factor-c.

Los experimentos de la tesis fueron realizados enfrentando células con una concentra-
cién uniforme de feromona, es decir sin gradiente espacial. En todo los casos se utilizaron
cepas Abarl, en las que no hay secrecién de la proteasa especifica de factor-a. La ausencia
de Barl hace mas facil controlar la concentracion externa de feromona, simplificando la
interpretacion de los resultados.

Encargamos el péptido de 13 amino acidos factor-a (WHWLQLKPGQPMY, M, =
1684 g/mol) por sintesis quimica (Yale Small Scale Peptide Synthesis, New Haven, CT).
Guardamos el péptido liofilizado a -20°C. Para disolverlo, lo llevamos a temperatura am-
biente y pesamos una masa m, de alrededor de 16 mg, depositandolo en un falcon estéril
de 15 mL que taramos previamente. Luego, agregamos un volumen Vi,o0 = mq/(Mr x Cs)
de agua mgq estéril tal que la soluciéon resultante tuviese una concentracién stock de
Cs = 1mM. Esto normalmente resulté en un volumen de agua de alrededor de 10 mL.
Para evitar ciclos de congelado y descongelado que degradan la feromona, alicuotamos la
solucién stock de a 2pL en tubos de PCR que congelamos a -80°C. Usamos uno o dos de
dichas alicuotas por experimento.

Para determinar la concentracién efectiva de factor-a en la preparaciéon stock, realiza-
mos curvas dosis respuesta transcripcionales usando la cepa ACL394, comparando el batch
nuevo contra alicuotas de preparaciones anteriores de feromona. Preferimos este método ya
que determina la actividad biolégica de la feromona, a diferencia de otros como la medicion
de la absorbancia que no distinguen entre feromona activa y parcialmente degradada.

Cuando se trabaja con concentraciones de feromona del orden del nanomolar, el efecto
de la adhesion del péptido al plastico de los tips, de los tubos de microcentrifuga y de las
paredes mismas de la placa multi-well puede modificar significativamente la concentracion
final de feromona (Colman-Lerner et al., 2005). Para evitar esto, agregamos 40 ng/ml de
caseina al medio para bloquear los sitios de union al plastico. Usamos material plastico
nuevo, pero sin autoclavar, ya que encontramos que la feromona tiene una mayor tendencia
a adherirse al plastico autoclavado.

El factor-a es un péptido, y como tal su carga neta depende del pH (figura 5.2a). A
pH neutro el factor-a tiene menos carga que en medio acido, por lo que probablemente
sea menos soluble. Por otro lado, el cambio de carga puede afectar su interacciéon con el
receptor. De hecho, resultados preliminares de Gustavo Vasen (usando PEG como agente
bloqueante) muestran un claro cambio en la sensibilidad de la respuesta a feromona con
el pH. Esto es consistente con la variaciéon con el pH reportada para la afinidad entre la
feromona y el receptor (Blumer y Thorner, 1990). Por otro lado, la caseina precipita al
pH acido tipico del medio SC (pH~4, ver figura 5.2b).

Debido a esto, ajustamos el pH del medio antes de agregar la caseina a un valor de
pH ~ 5.5. Encontramos que este valor es lo suficientemente basico para que la caseina
no precipite, y lo suficientemente dcido como para no modificar demasiado la carga del
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Figura 5.2: a) Curva de carga vs pH predicha para el factor-a. Calculado por pepcalc.com.
Las lineas punteadas indican los valores de pKa de los amino acidos indicados. a) Solubilidad de la
caseina en funcién del pH, en agua (linea sélida) o en una solucién de NaCl 0.1 M (linea punteada).
Adaptado de E. D. Strange (1994).

factor-a. Para ajustar el pH agregamos buffer PBS, a partir de un stock a pH 7.4, hasta
obtener un medio SC con el pH deseado, medido con papel pH de rango 4-7. En general
esto resulté en una concentracién final de PBS de 0.15x, aunque la cantidad exacta fue
variable.

Hicimos las diluciones de feromona necesarias para las curvas dosis respuesta el mismo
dia del experimento. En un tubo con 2nL de factor-a stock agregamos SC con caseina
para obtener una solucién madre de factor-a 10 pM. A partir de esta solucién realizamos
diluciones seriadas en un factor 0.316 6 1 : 1/10. Dicho factor de dilucién tiene dos ventajas:
permite obtener dosis equi-espaciadas cada medio logy cuando los datos se grafican en
escala semi-logaritmica, y todas las diluciones se realizan pipeteando el mismo volumen.

Realizamos las diluciones con pipetas p200 o pl000 calibradas previamente. Dicha
calibracion consistié en pesar entre 3 y 5 veces diferentes volimenes de agua mgq en la
balanza de precision. A partir de estos datos determinamos que para volimenes mayores
al 20 % de la capacidad de la pipeta, el error de precisién es menor al 0.5 %. Realizando
tablas de ajuste corregimos por los errores de exactitud, que en algunos casos llegaron a
ser del 2.5 %.

Para verificar que no hubiese adhesion significativa de la feromona a los plédsticos, rea-
lizamos el siguiente control. Por un lado realizamos una dilucion seriada como detallamos
arriba. Por otro lado realizamos una dilucién 1:1000 a partir de la solucién madre de
factor-a 10 pM. Estimulamos células ACL394 con la dosis de 10 nM proveniente de la dilu-
cién seriada y la dosis de 10 nM resultante de la dilucién 1:1000. Los problemas de adhesién
se evidencian por una mayor respuesta de las células a la dosis proveniente de la dilucién
1:1000, que tuvo menos pasajes por plastico. Tomando los recaudos de ajustar el medio a
pH=5.5, agregar caseina 40 pg/ml y usar material plastico no autoclavado, encontramos
que las dos dosis de factor-a 10 nM resultaron en respuestas indistinguibles. Notar que la
dosis de 10nM es cercana al ECsy de la respuesta, y por lo tanto es una regién de alta
sensibilidad a cambios en la concentracién de feromona.
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5.5.2. Preparacién de otros reactivos

Usamos la sonda fluorescente FM 4-64 (N-(3-Triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(Diethyl-
amino) Phenyl) Hexatrienyl) Pyridinium Dibromide) para marcar la membrana de las
células en la calibracion del estadistico de reclutamiento. Esta sonda es lipofilica por lo
que se asocia fuertemente a la membrana, pero es bastante soluble en agua. Para marcar
las células se usé una concentracién final de FM 4-64 de 0.25ng/ml en medio SC. Esta
sonda se internaliza via vesiculas endociticas y se acumula en la vacuola. Observamos las
células dentro de los primeros 5 minutos tras el agregado de la sonda, cuando la misma
se localizaba especificamente en la membrana plasmatica. Para evitar la demora debido
al tiempo de decantacién de las células, agregamos FM 4-64 a células ya adheridas al
vidrio (pretratado con concanavalina A, ver arriba). Este fluoréforo tiene el maximo de
excitacion a 558 nm y el de emisién a 734nm. Ademsés la eficiencia cudntica (nimero de
fotones emitidos por fotén absorbido) aumenta mucho cuando se asocia a la membrana,
por lo que los niveles de fluorescencia debidos a la sonda libre fueron despreciables.

Para realizar las curvas dosis respuesta transcripcionales y algunos controles utilizamos
cicloheximida (CHX), un inhibidor de la traduccién en eucariotas que actiia bloqueando el
paso de elongacién del ribosoma. Utilizamos una concentracién final de 100 pg/ml en SC,
incubando las células por al menos una hora para permitir la maduracion de las proteinas
fluorescentes.

Para inhibir la actividad kinasa de los andlogos sensibles de Fus3MAPK y (Cdc2CPK
8, fus3-as2 y cdc-as2, usamos el andlogo estructural del ATP 4-amino-1-(tert-butil)-3-(1’-
naftilmetil)-pirazolo[3,4-d]pirimidina (1-NM-PP1). Usamos este reactivo en medio SC con
caseina a una concentracién final de 10 uM, lo que inhibe completamente a las enzimas sen-
sibles (Bishop et al., 2000; Yu et al., 2008a). Debido a que la solubilidad de este compuesto
es baja en medio acuoso, lo solubilizamos en dimetil sulféxido (DMSO) a una concentra-
cién stock de 10 mM. Al realizar la dilucién evitamos pasar por soluciones intermedias en
medio acuoso, ya que el inhibidor 1-NM-PP1 puede precipitar. Por lo tanto, realizamos una
dilucién 1:1000 desde la solucién stock a la concentracion final. La concentraciéon residual
de DMSO de 0.1 % v/v no afecta las respuestas medidas.

5.5.3. Protocolos de estimulacién

Realizamos las curvas de induccién transcripcional adheriendo células en fase exponen-
cial a wells pre-tratados con concanavalina A (ver arriba). Normalmente usamos placas
de 384-wells en las que adherimos las células en un volumen de 20 pL por well. Sobre ese
volumen agregamos 20 pL. de medio SC con caseina y feromona, e incubamos por entre 1.5
y 2 horas a 30°C. Luego agregamos 20 pL de cicloheximida 3x en medio SC, e incubamos
por una hora mas, antes de adquirir las fotos en el microscopio.

Para medir el reclutamiento a membrana de Steb, agregamos feromona a las células
luego de haber comenzado la adquisiciéon de las imagenes. Esto permitio tener una linea
de base para cada célula y medir durante los primeros segundos después de la estimula-
cién. Como las células estaban adheridas al vidrio via la concanavalina se mantuvieron
en posicion al agregar el medio con feromona, lo que permitié seguirlas en el tiempo sin
dificultad.

Para evitar que las células sufran un estrés por deshidratacién, disefiamos el protocolo
de estimulacion de manera que las mismas siempre estén con medio. Para ello, agregamos
medio con feromona sobre el medio SC en el que estaban las células. Esto evité que las
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células sufrieran deshidratacion o hambreo, pero introdujo una dilucién adicional de la
feromona. Para asegurarnos que la homogenizacién de la feromona en el well ocurriera
rapidamente, usamos placas de 96-wells en las que agregamos 400 nL. de medio con fe-
romona sobre los 100 pL de medio SC en el que estaban las células. Verificamos que la
homogenizacion con estos voliimenes fuera rapida usando una sonda fluorescente de bajo
peso molecular (FITC). Al agregar 400 uL de la sonda concentrada sobre 100 pL de agua,
se vio que los niveles de fluorescencia alcanzaban un valor estable en el primer cuadro
después del agregado de la sonda (~5 segundos). Més atn, las imagenes no mostraron
ninguin tipo de estructura espacial de fluorescencia.

Para medir el reclutamiento a membrana de Steb en el microscopio de fluorescencia no-
confocal con platina motorizada, realizamos un protocolo similar. La principal diferencia
fue que usamos placas de 384-wells, en los que habia 20 pL de medio con células y sobre
los que agregamos 80 pnl. de medio con feromona.

5.5.4. Uso de feromona fluorescente

Determinamos la cantidad de receptores usando un analogo fluorescente de la feromona
(gentilmente provisto por el Dr. D.G. Drubin de la Universidad de California, Berkeley,
Toshima et al. 2006; Carroll et al. 2012). Este factor-a fue derivatizado en el grupo amino-
€ de la lisina 7 del péptido, agregando un linker de tres glicinas. A dicho linker se le
conjugé el fluoréforo HiLyte Fluor™ 488, desarrollado por la empresa que sintetizé la
feromona fluorescente (AnaSpec, Fremont, CA, EEUU). Este fluoréforo es insensible al
pH en el rango 4-10, es relativamente fotoestable, tiene un coeficiente de absortividad
molar € =70000 M~ cm™! y tiene maximos de excitacién/emisién en 503/528 nm respec-
tivamente. El peso molecular que estimamos para la feromona conjugada al fluoréforo es
de M, = 2527 g/mol.

Recibimos la feromona fluorescente liofilizada de a 6 g en tubos de PCR. En todo
momento mantuvimos los tubos protegidos de la luz. Resuspendimos el reactivo en una
solucién 1:1 de agua y acetonitrilo, a una concentracién de 0.1 pg/ul. Para evitar ciclos de
congelado y descongelado que puedan degradar la feromona fluorescente, hicimos alicuotas
de 2L en tubos de PCR que guardamos a -80°C. En general usamos una o dos de dichas
alicuotas por experimento.

La feromona fluorescente se endocita rapidamente debido al proceso de endocitosis
mediada por receptor (Toshima et al., 2006). Para poder estimar la cantidad de sitios de
unién presentes en la membrana plasmética, tuvimos que inhibir la endocitosis. Para ello,
siguiendo el protocolo desarrollado por Jenness et. al (Jenness et al., 1983), incubamos a
las células con azida (NaNj3) y floruro (NaF). Estos compuestos inhiben el metabolismo
energético oxidativo y el glicolitico, y por lo tanto inhiben procesos dependientes de energia
que puedan afectar la unién de la feromona al receptor. Preparamos medio inhibidor por
el agregado de 10 mM de fluoruro de sodio (NaF) y 10mMm de azida (NaN3) al medio SC.

Una observacion inesperada e interesante, es que en presencia de NaNs 10 mM, las
proteinas fluorescentes YFP y CFP se fotoblanquean extremadamente rapido. Por ejemplo,
en un experimento en ausencia de azida hicieron falta ~10 fotos para fotoblanquear el 50 %
de la fluorescencia de CFP, mientras que en las mismas condiciones pero con azida 10 mM
més de la mitad de la fluorescencia se fotoblanqueé en la primer foto. Una observacién
similar fue hecha para la GFP expresada en C. elegans (Chalfie, 1994). Este efecto de la
azida sobre las proteinas fluorescentes es potencialmente 1til, pero también puede producir
sub-estimaciones en las cantidades de FPs. Por lo tanto, para determinar la cantidad
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de proteinas FP simultdaneamente con la cantidad de receptores, usamos cicloheximida
100 pg/ml y NaF 10mM en SC sin fuente de carbono como medio inhibidor. En estos
casos hizo falta pre-incubamos las células con medio inhibidor antes de agregar la feromona
fluorescente.

Encontramos que la dindmica de unién de la feromona fluorescente al receptor es
relativamente lenta; a dosis cercanas a la constante de disociacién (Ky = 23 + 3nM) hace
falta mas de una hora para alcanzar el equilibrio de unién (Ventura et al., 2014). Por
lo tanto incubamos las células por al menos tres horas con la feromona fluorescente a
30°C antes de medir la fluorescencia en membrana. Debido a que contdbamos con una
cantidad limitada de feromona fluorescente, incubamos las células con una concentracion
final de 2 a 4 veces la K; (~50-100nM). En este rango esperamos que entre el 66 % y el
80 % de los receptores estén ocupados, lo cual da una buena senial de fluorescencia usando
relativamente poca feromona fluorescente.

5.6. Microscopia

Durante la tesis usamos dos microscopios de fluorescencia, uno de los cuales estaba
equipado con un moédulo confocal.

5.6.1. Microscopio de fluorescencia

Para la adquisicién de fotos de las curvas DoR transcripcionales usamos un microscopio
invertido Olympus IX-81. El mismo estaba equipado con un objetivo de inmersién en aceite
60x PlanApo (NA=1.4, Olympus), una camara refrigerada CCD Cool Snap HQ2 (Pho-
tometrix, Tucson, AZ, EEUU), torretas de cubos y objetivos motorizadas, y movimiento
en Z del objetivo motorizado. Los cubos disponibles del microscopio, y los fluoréforos
correspondientes, se detallan en la tabla 5.12. Usamos el programa MetaMorph 7.5 (Uni-
versal Imaging Corporation, Downingtown, PA) con rutinas personalizadas para controlar
la adquisicién de imagenes.

Durante el transcurso de la tesis instalamos una platina motorizada en XY (Prior
Scientific, Rockland, MA, EEUU) y un sistema de enfocado automatico por ldser infrarrojo
(Olympus ZDC Zero Drift autofocus). Esto permitié realizar adquisiciones totalmente
automatizadas, permitiendo hacer experimentos con maés cepas, condiciones y réplicas.
Desarrollamos rutinas personalizados en el entorno R para definir la secuencia de posiciones
de la placa de 384-wells a ser adquiridas.

Por otro lado, modernizamos el sistema de iluminacién, pasando de una lampara de
mercurio a un sistema de iluminacién por LEDs (CoolLED, Andover, UK). Este tipo
de iluminacién tiene varias ventajas con respecto al uso de ldmparas de mercurio: 1) la
vida 1til de los LEDs es de 25000 horas mientras que la de las lamparas de mercurio de
300 horas, 2) el ancho espectral de los LEDs es relativamente angosto, con FWHM !! de
entre 14 y 41 % de Az, 3) los LEDs se pueden prender y apagar en tiempos del orden
de 10ms evitando la necesidad de obturar mecdnicamente el camino éptico, 4) permiten
controlar la intensidad de iluminacién en pasos de 1%, 5) la potencia de iluminacién es
muy homogénea durante la vida de los LEDs con variaciones de ~5%, y 6) producen
menor fototoxicidad y fotoblanqueo. La principal desventaja de la esta iluminacion es que

W pull Width at Half Mazimum
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Fluordéforo Cubo Filtro Ex Agx (nm) Dicroico  Filtro Em AEm (nm)
YFP/HyLite 488 41028 HQ500/20x 490-510 Q515LP HQ535/30m 520-550
CFP 31044v2 D436/20x 425-495 455DCLP D480/40m 455-500
RFP 41004 HQ560/55x 530-585 Q595LP HQ645/75m 610-675
DAPI 49000 AT350/50x 320-385 T400LP ET460/50m 436-488
CFP/YFP FRET 49052 ET436/20x 425-446 T455LP ET535/30m 520-551
GFP/mCherry 59022 Ex 450-490/552-588 BS Em 500-545/600-665

Tabla 5.12: Cubos disponibles en el microscopio de fluorescencia no-confocal. Los espectros de
dichos cubos se pueden encontrar en www.chroma.com

debido a su menor potencia se requiere un mayor tiempo de exposicién, y que en muchas
ocasiones la fluorescencia no es visible al observar la muestra por el ocular.

5.6.2. Microscopio confocal

El microscopio confocal que usamos fue un microscopio invertido Olympus IX-81 con
torretas de cubos y objetivos, y movimiento en Z del objetivo motorizados. Utilizamos
un objetivo de inmersién en aceite Olympus UplanSapo 63, de apertura numérica (NA)
1.35. El equipo contaba con un modulo confocal Olympus FV1000, varias lineas de laser,
un filtro modulable acusto-6ptico (AOTF) para controlar la intensidad del ldser y canales
espectrales. El detector utilizado fue un fotomultiplicador (PMT) Hamamatsu R6353.

Para excitar los diferentes fluoréforos utilizamos una linea de laser cercana al maximo
del espectro de excitacién correspondiente. Para excitar a YFP y FM 4-64 usamos la linea
de 515 nm (ldser de argdn), mientras que para excitar a CFP la linea de 458 nm (argén). En
todo los casos usamos un espejo dicroico DM458/515, que tiene valles de transmitancia a
las longitudes de onda utilizadas. Los canales espectrales permitieron ajustar las longitudes
de onda a la cual se colectaba la luz emitida por cada fluoréforo. Usamos los parametros
especificados en la tabla 5.13. Cuando requerimos mas de un canal, usamos un espejo
dicroico adecuado para separar la luz segin su longitud de onda antes de entrar en los
canales de deteccién espectrales. El tamano de la abertura confocal (pinhole), la potencia
del laser y el voltaje aplicado a los fototubos se ajustaron segtn la confocalidad requerida
y un compromiso entre la senal obtenida y el fotoblanqueo de la muestra.

Configuramos el escaneo de la muestra por el ldser de manera que se integrase por 20 s
en cada pixel. Esto resulté en imagenes de 512x 512 pixeles de una calidad aceptable,

Fluoréforo Aex Pot. Dicroico Filtro Aem PMT Pinhole
(nm) (W) (nm) V) (pm)
YFP 515 3-12  DM458/515  Espejo  530-630  700-900  100-300
YFP 515 3-12  DM458/515 SDM560 525-560 500-1000  100-300
FM4-64 515 3-12 DM458/515  Espejo  655-755 500-1000  100-300
CFP 458 4-5 DM458/515 SDMb510  476-500 800 300
YFP 515 3-12  DM458/515  Espejo  527-630 800 300

Tabla 5.13: Pardmetros de adquisicién caracteristicos para diferentes combinaciones de fluoréfo-
ros. Potencia medida a la salida del objetivo.
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adquiridas en 5.9 segundos. Ajustamos la separacién entre pixeles contiguos a 207 nm,
ya que el ancho del volumen confocal observado fue de aproximadamente 400 nm. Tomar
pixeles més cercanos entre si hubiese implicado sobre-muestrear, obteniendo luz de la
misma regién de la muestra en muchos pixeles consecutivos. Por otro lado, separaciones
mayores a la utilizada resultarian en imagenes muy pixeladas, dificultando la cuantificacion
de la distribucién subcelular de fluorescencia (Jonkman et al., 2003). Para el barrido en
Z (la direccién perpendicular al vidrio sobre el que estaban apoyadas las células) usamos
pasos de entre 0.3 y 0.5 um, recorriendo un alto total de entre 2.5 y 3 pm.

5.7. Diseno experimental

5.7.1. Fuentes de variabilidad

El tipo de respuestas celulares que medimos y cuantificamos en este trabajo, como
por ejemplo la induccién transcripcional de un gen de respuesta a feromona, muestra
una enorme variabilidad. Entre las fuentes de esta variabilidad podemos mencionar las
siguientes:

1. Diferencias genéticas entre cepas introducidas por manipulaciéon genética.
2. Diferencias genéticas producidas espontaneamente por mutacion.

3. Diferencias en los estados fisiolégicos de los cultivos (e.g. debido al medio de cultivo
o la densidad de células).

4. Variaciones en la manipulacion de las células antes de la estimulacién (e.g. diferencias
en el sonicado o en el volumen depositado en cada well).

5. Variaciones en la estimulacién (e.g. diferencias en los voliimenes pipeteados o en los
tiempos de estimulacion).

6. Diferencias entre wells (e.g. espesor del vidrio, cantidad de con. A o efecto borde)

7. Variacion entre fotos, producida por focos levemente diferentes, cambios en la po-
tencia de la iluminacién, temperatura de la caAmara, etc.

8. Variacion dentro de la foto, producida por inhomogeneidad espacial en la ilumina-
cion, presencia de objetos que producen scatering, inclinacién de la placa que produce
diferentes focos en diferentes posiciones, etc.

9. Error instrumental en la determinacién de la variable respuesta. Esto incluye ruido
estocéstico o sistemético de la cdmara y errores en la segmentacién por Cell-ID.

10. Variabilidad natural pre-existente en la poblaciéon de células en su capacidad de
responder al estimulo.

11. Variabilidad estocéstica producida durante la respuesta por la naturaleza estocéastica
de las reacciones quimicas involucradas y un ntmero finito de moléculas.

En este trabajo nos centramos en diferencias causadas por el genotipo de las células
(1), por la estimulacién aplicada (5), por el medio de cultivo utilizado (3) o, en algunos
casos, por variaciones pre-existentes dentro de una poblacién (10). Las otras fuentes de
variacion dificultan la comparacién entre los tratamientos de interés.

Algunas de estas fuentes de variacién pueden ser minimizadas. Por ejemplo, usando
cultivos provenientes de una tnica célula (2), asegurandose de usar cultivos exponenciales



5. Materiales y Métodos 121

a la misma densidad (3), usando pipetas bien calibradas (4 y 5), usando un microscopio
con autofoco (7) y bien alineado (8). Sin embargo es imposible eliminar completamente
estas fuentes de variacién. Otras fuentes de variaciéon son intrinsecas a la naturaleza del
fenémeno estudiado (10 y 11) y no se pueden reducir sin afectar la respuesta de interés.

5.7.2. Replicacién de los experimentos

Para poder hacer comparaciones validas es critico tener una buena estimacién de la
dispersién de la variable respuesta. Para ello es necesario replicar el experimento al nivel
adecuado.

El nivel més riguroso al que se puede replicar es el de cepas. Para replicar a este
nivel, al obtener células modificas genéticamente por transformacién en lugar de aislar un
Unica colonia durante el screening hay que aislar varias. Al hacer un experimento cada
una de estas colonias se tratan como una cepa diferente, largando cultivos independientes
y realizando todo el protocolo de estimulacién y medicion de manera independiente. De
este modo se capturan todas las fuentes de variacién posible (1 a 11). Como normalmente
en un experimento se comparan varios genotipos diferentes, este enfoque aumenta mucho
el nimero de cultivos a crecer en paralelo, incrementando no sélo los tiempos y costos
necesarios para el experimento, sino también la posibilidad de cometer un error.

En general la metodologia que utilizamos para tener una replicaciéon adecuada, man-
teniendo la complejidad del experimento a un nivel manejable, fue la detallada a con-
tinuacién. Al aislar colonias de una transformacién realizamos un screening rapido por
microscopia o0 PCR en el que analizamos ~20 colonias. Seleccionamos y congelamos a -
80°C tres colonias positivas. Con estas tres colonias realizamos un experimento piloto, por
ejemplo una curva DoR transcripcional. Si al menos dos de las tres cepas se comporta-
ban de manera indistinguible, elegimos una de ellas para continuar con los experimentos
principales.

Por otro lado, notamos que tomando los recaudos adecuados, la variabilidad debida
a cultivos diferentes (3 y 4) fue despreciable; la variabilidad que observamos a partir de
cultivos independientes de la misma cepa fue la misma que la variabilidad observada entre
estimulaciones independientes del mismo cultivo. Estos recaudos fueron utilizar el mismo
batch de medio en iguales cantidades para largar los diferentes cultivos, inocular con la
misma cantidad de células en el mismo estado de crecimiento (normalmente a partir de la
misma placa fresca) y crecer los cultivos a fase exponencial.

En base a estas observaciones, el nivel de replicacion utilizado fue el de estimulacion.
Crecimos una tnica cepa por genotipo relevante, pero realizamos tres estimulaciones inde-
pendientes en tres wells diferentes. Esto significa que para medir la respuesta a 10 dosis de
factor-a en cuatro genotipos diferentes, usamos 10 dosis x 4 genotipos x 3 réplicas = 120
wells. De este modo controlamos por las fuentes de variabilidad 5 a 11, que segin indican
nuestros controles son las mas importantes.

Como contdbamos con un microscopio completamente automatizado, otro nivel al que
replicamos fue el de fotos. De este modo, con un minimo esfuerzo, controlamos atin mejor
por las fuentes de variacién 7 a 11. Por lo tanto, para cada cepa y condicién ([factor-c« |)
adquirimos 9 fotos a partir de tres réplicas biolégicas (estimulaciones independientes).

Cada foto adquirida contenia alrededor de 200 células. Dichas células normalmente se
consideran pseudo-réplicas, ya que no consideran todas las fuentes de variabilidad (Hurl-
bert, 1984). Sin embargo, si contemplan las fuentes de variabilidad 8 a 11. Por lo tanto,
dependiendo de la pregunta bioldgica, pueden brindar una fuente de informacién suma-
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mente util. Por otro lado, en situaciones en las que las fuentes de variabilidad 2 a 7 sean
despreciables, la variabilidad entre células puede ser considerada una buena estimacién de
la incerteza en la respuesta.

Finalmente, la mayoria de los experimentos mostrados en la tesis fueron repetidos al
menos una vez. Hicimos estas repeticiones en dias diferentes, lo que implica que entre las
repeticiones usamos medios diferentes, cultivos en estados levemente distintos, tiempos de
estimulacién diferentes, preparaciones de factor-a u otros reactivos diferentes, la tempe-
ratura ambiente era otra, etc. Muchas veces incluso el disefio experimental era levemente
diferente entre las repeticiones (e.g. otras dosis de factor-a). Por lo tanto es de esperar
que haya diferencias cuantitativas entre las repeticiones, lo que hace dificil su comparacién
directa. Sin embargo, la consistencia en los resultados cualitativos aumentan enormemente
el grado de confianza en los mismos.

5.8. Citometria

5.8.1. Segmentacién de las imagenes con Cell-ID

Figura 5.3: a) Imagen de levaduras levemente fuera de foco usada por Cell-ID para segmentar
las células. b) Contornos de las células encontrados por Cell-ID. Los nimeros corresponden a los
cédigos asignados por el programa a cada célula. ¢) Superposicién del contorno encontrado en base
a la imagen a con la fluorescencia de FM 4-64, una sonda que marca especificamente la membrana
plasmatica.

Analizamos las imagenes de fluorescencia y transmisién obtenidas con nuestro progra-
ma Cell-ID (Gordon et al. 2007, figura 5.3). Este programa segmenta las imégenes encon-
trando regiones de interés (ROIs '?) para cada célula y cuantifica multiples estadisticos
en base a la forma y fluorescencia en los diferentes canales. Para realizar la segmentacion
este programa requiere imagenes de transmisién levemente fuera de foco, condicién en la
cual se forma un halo negro alrededor de las células '°. Para cada conjunto de imagenes
de fluorescencia adquirimos una imagen de transmision con estas caracteristicas a la que
llamamos BF !4,

Realizamos un pre-procesamiento de las imégenes BF para mejorar el desempeno de
Cell-ID al encontrar las células. Aplicamos un filtro pasa altos a la imagen de transmision,
que elimina estructuras de baja frecuencia espacial de la imagen. Por ejemplo, una ilumi-
nacién inhomogénea, la presencia de células no adheridas (fuera de foco), o de particulas
o burbujas de aire en el aceite de inmersiéon produce variaciones en la intensidad de la luz

2 Region of Interest

13 La formacién de dicho halo probablemente se debe a un fenémeno de interferencia de la luz, parecido
al de “anillos de Newton”.

4 Bright Field
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Pardametros de Cell-ID Valor Tabla 5.14: Valores caracteristicos de los pardme-
1. Max dist over waist A tros de Cell-ID utilizados: 1-2 definen propiedades
2. Maz split over minor azis 1 relativas a la forma del contorno, 3-4 relativas al
3. Min, pizels per cell 100 tamarno, 5 estd relacionado a la intensidad del ha-
4. Mag pizels per cell 900 lo negro alrededor de las células en relacién a la
5. Background reject factor 0.8-1.0 intensidad media de la imagen, 6 define el despla-
6. Tracking comparison 0.2 zamiento en XY méaximo esperado para una célula
7. Frame alignment FL to BF entre cuadros consecutivos, 7 define el alineamiento
8. Cell alignment No alignment entre imagenes, y 8 si los contornos de las células

se pueden mover en relacién al BF.

Variable Descripcién

maj.axis Longitud del eje mayor de la célula.

min.axis Longitud del eje menor de la célula.

f.tot Fluorescencia total integrada sobre todos los pixeles de la célula.

a.tot Area total de la célula.

f.tot.pl Fluorescencia integrada en todos los pixeles incluidos en una regién un
pixel més ancho que el contorno de la célula.

a.tot.pl Area correspondiente a f.tot.pl

f.tot.ml Fluorescencia integrada en todos los pixeles incluidos en una regién un
pixel mas angosta que el contorno de la célula.

a.tot.ml Area correspondiente a f.tot.ml

f.tot.m2 Fluorescencia integrada en todos los pixeles incluidos en una regién dos
pixeles mas angosta que el contorno de la célula.

a.tot.m2 Area correspondiente a f.tot.m2

f.tot.m3 Fluorescencia integrada en todos los pixeles incluidos en una regién dos
pixeles mas angosta que el contorno de la célula.

a.tot.m3 Area correspondiente a f.tot.m3

f.bg Fondo de fluorescencia; la moda de intensidad entre los pixeles no aso-
ciados a células. Valor por pixel.

f.local.bg Media de intensidad de los pixeles no asociados a células en un radio de
5 pixeles alrededor de la célula. Valor por pixel.

a.local.bg Area correspondiente a f.local .bg

Tabla 5.15: Variables morfolégicas y de fluorescencia cuantificadas por Cell-ID utilizadas. Las
distancias y areas estan medidas en unidades de pixeles. Las variables de fluorescencia en Rcell

tienen un sufijo que especifica el canal.
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transmitida que pueden ser eliminadas aplicando este tipo de filtro. Para realizar este fil-
trado desarrollamos un script personalizado que utiliza el algoritmo FFT '° implementado
en el programa ImageJ (Collins, 2007). Cabe destacar que este tipo de procesamiento se
aplicé unicamente a las imagenes de transmisién, dejando a las imédgenes de fluorescencia
inalteradas.

Los pardmetros de Cell-ID utilizados en el procesamiento de las imdgenes variaron
entre experimentos para maximizar la cantidad y calidad de los contornos encontradas.
En la tabla 5.14 se detallan los valores caracteristicos para los parametros de Cell-ID
utilizados.

5.8.2. Cuantificacion de fluorescencia total y asociada a membrana

Las variables mofolégicas y de fluorescencia calculadas por Cell-ID que utilizamos
se detallan en la tabla 5.15. A partir de estas variables calculamos la fluorescencia en
membrana, la fluorescencia total de la célula y la densidad de fluorescencia (ecuaciones
5.2, 5.3 y 5.4, respectivamente).

f.membrane = (f.tot.pl — f.tot.m3) — (a.tot.pl —a.tot.m3) x f.local.bg (5.2)

f.total = f.tot —a.tot X f.local.bg (5.3)
f.tot

fd.total = —f.local.bg (5.4)
a.tot

5.9. Medicion del reclutamiento a membrana de Steb

5.9.1. Estadistico de reclutamiento a membrana

Para calcular el estadistico de reclutamiento a membrana que utilizamos para medir el
cambio de localizacion de Steb, definimos algunas variables auxiliares. En las ecuaciones
5.5 a 5.8 definimos variables de fluorescencia en regiones anulares concéntricas alrededor
de la célula. En las ecuaciones 5.9 a 5.12 definimos las dreas de estas regiones.

f.pl=f.tot.pl —f.tot (5.5) a.pl =a.tot.pl —a.tot (5.9)
f.m0=1f.tot —f.tot.ml (5.6) a.m0 =a.tot —a.tot.ml (5.10)
f.ml=1f.tot.ml—f.tot.m2 (5.7) a.ml =a.tot.ml —a.tot.m2 (5.11)
f.m2=1=f.tot.m2—f.tot.m3 (5.8) a.m2 =a.tot.m2 —a.tot.m3 (5.12)

A partir de estas variables calculamos la fluorescencia en volumen, estimada a partir de
la informacién obtenida de una imagen enfocada en el plano ecuatorial de la célula. Para
ello, aproximamos a la levadura por una esfera de radio R. = (maj.axis + min.axis)/4,
y usamos la ecuacién 5.13. De manera analoga calculamos la fluorescencia en la superficie
de la célula usando la ecuacién 5.14.

5 )
15 Fast Fourier Transform
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_ (f.tot.m3 4m 3 _ .m0 2
f.vol = <a.tot.m3 g.y> — (R.—3)° + f.surf = <a.m0 f bg.y> A (Re)” +

f.m2 f.p1

+( - —f.bg.y>47r(Rc—2)2+ —|—< P-_ ¢ bg y>47r(Rc+1)2
a.m2 a.pl

+ <a.m1 f bg.y) dm (R.— 1)+ (5.13)
.m0

+< f.bg.y> 4 (R.)* +
a.m0
f

La variable f.vol definida en la ecuacién 5.13 es una media de la fluorescencia total que
no depende de la localizacién de la misma. Esto es contraposiciéon otras cuantificaciones
de la fluorescencia total como f.total, cuyo valor se modifica durante el reclutamiento
membrana de una proteina (figura 5.4a). Esto sucede porque, en un microscopio confocal
enfocando el plano ecuatorial de la célula, la luz emitida desde la parte superior e inferior
de la célula en relacion al eje 6ptico no alcanza el detector. Por lo tanto, cuando un
fluoréforo pasa de citoplasma a membrana, se reduce la fluorescencia integrada en los
pixeles correspondientes a la célula. Para compensar por este efecto, ponderamos a la
fluorescencia promedio de las diferentes regiones anulares por el volumen correspondiente
a dichas regiones en un cascarén de esfera de igual radio (ecuacién 5.13). Como se ve
en la figura 5.4b, la dindmica de este estadistico no se modifica con el reclutamiento a
membrana.
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Figura 5.4: Curso temporal de células TCY3057 (YFP-STE5 x 2) sin estimular (SC, circulos,
linea sélida) o estimuladas con factor-« 100 nM (aF, tridngulos, linea punteada) donde hay un claro
cambio de localizacién de la fluorescencia. a) Dindmica de la variable f.total. b) Dindmica de la
variable f.vol.

Construimos el estadistico de reclutamiento p como el cociente entre la fluorescencia
en superficie y la fluorescencia en volumen (ecuacién 5.15). Debido a que este estadistico
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es un cociente de fluorescencias, su magnitud no depende de la cantidad total sino de la
distribucién de fluoréforos. Debido a esto es una media independiente del fotoblanqueo.

f.surf
f.vol

p= (5.15)

5.9.2. Calibracion del estadistico

En base a simulaciones de la 6ptica del microscopio y la geometria de las células con-
cluimos que el estadistico p tiene una relacién lineal con la fraccién de fluorescencia en
membrana (Bush, 2009; Bush y Colman-Lerner, 2013). Sin embargo, debido a la limita-
cion en la resolucién éptica del microscopio confocal, esta relacion no es la identidad. Para
calibrar el estadistico, medimos el valor del mismo para distribuciones totalmente cito-
plasmatica (0% de reclutamiento) y totalmente de membrana (100 % de reclutamiento).
En base a estos valores podemos inferir la relaciéon v entre incrementos del estadistico e
incrementos en la fraccion de fluorescencia en membrana. Usando células que expresan la
proteina Bmh2-YFP para marcar el citoplasma, incubadas con la sonda lipofilica FM 4-64
para marcar la membrana, obtuvimos un valor de v = 0.291 + 0.016 (ver figura 5.5).

Figura 5.5: Calibracién del estadistico de
reclutamiento p = f.surf/f.vol. Se fo-
tografiaron células TCY3073 (BMH2-YFP)
tenidas con FM 4-64 en el microscopio con-
focal. Los canales de YFP y FM 4-64 co-
rresponden a 0% y 100% de reclutamien-
to, respectivamente. Cada linea punteada es
una repeticién independiente de la calibra-
cion. La linea sélida representa la media de
la calibracién, mientras que la regién som-
breada representa el error estandar. El me-
jor ajuste de un modelo lineal esta dado por
y = (0.317 +£0.013) + x x (0.291 £ 0.016).

f.surf /f.vol

p:

00 02 04 06 08 10
Fraccion de fluorescencia
en membrana

La autofluorescencia se debe a la presencia de fluoréforos enddgenos dentro de las
células. Los mismos tiene una distribucién citoplasmética que no se modifica por la es-
timulacién con feromona. Para calcular la fraccién de moléculas de YFP asociadas a la
membrana, tuvimos que considerar la fracciéon de fluorescencia total debida a la autofluo-
rescencia. Llamamos a dicha fraccién f.auto. En base a estos valores pudimos calcular la
fraccion ® de moléculas de YFP asociadas a membrana segin la ecuacién 5.16.

o(t) Ap(t)

1 1 1 1 <f .surface(t) f.surface(ty)

) (5.16)

T1- f.autoy T1- f.autoy \ f.volume(t)  f.volume(t)

Notar que @ se calcula a partir del incremento en el cociente de fluorescencia de
superficie a volumen Ap. Esto se debe a que hay una importante variabilidad célula a
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célula en el valor inicial de dicho cociente. Estas diferencias surgen de pequenas variaciones
en la posicién exacta del contorno encontrado para cada célula, en relacién a la posicién de
la membrana. Por este mismo motivo, usamos un tinico contorno para todas las imagenes
de la pelicula.

Esta medida de reclutamiento es muy sensible al plano enfocado, teniendo un méaximo
local cuando se enfoca el ecuador de la célula. El microscopio confocal utilizado no contaba
con un sistema de autofoco, por lo que la deriva térmica del foco produce artefactos en la
cuantificacién. Para evitar dichos artefactos adquirimos a cada tiempo un pequeno barrido
en Z. Luego, para cada uno de estos barridos, elegimos la seccién confocal con un valor
maximo del estadistico de reclutamiento. Es decir que realizamos un enfocado fuera de
linea.

En algunos experimentos medimos el reclutamiento a membrana de Steb en el mi-
croscopio de fluorescencia no-confocal. En estos casos realizamos los mismos cdlculos pero
informamos el estadistico Ap sin calibrar. Por otro lado, al contar este microscopio con
un sistema de autofoco, no fue necesario realizar un barrido en Z a cada tiempo.

5.9.3. Incerteza de la medicién de reclutamiento

El estadistico de reclutamiento p depende fuertemente del contorno determinado por
Cell-ID. A su vez, este contorno se basa en el halo negro que se forma alrededor de las
células en imagenes BF en las que posicionamos el plano focal unos 2 pm por debajo del
ecuador de la célula. Debido a irregularidades en el grosor o inclinaciones del vidrio éptico y
el hecho de que células de diferente tamaiio tienen su plano ecuatorial a diferentes alturas,
es imposible obtener exactamente el mismo halo para todas las célula. Esto resulta en
una pequena variabilidad en como se encuentran los contornos de las células en relacion a
la posicién de la membrana plasmatica. Esta variabilidad normalmente se puede ignorar
cuando la variable de interés es la fluorescencia total, pero produce efectos importantes en
el nivel basal del estadistico de reclutamiento.

Como adquirimos cursos temporales, siguiendo a las mismas células en el tiempo,
podemos medir el incremento en el valor del estadistico después de la estimulacién. Una
manera de medir el incremento en p, y por lo tanto eliminar la variabilidad célula a
célula artefactual mencionada arriba, es restar a todos los tiempos el nivel del estadistico
antes de estimular. Este método incorrectamente asume que el nivel de reclutamiento pre-
estimulacién se mide sin incerteza, por lo que no es adecuado para los datos en cuestion.

El abordaje usado fue restar el “efecto célula” a cada punto. En el contexto de modelos
lineales, el valor de una variable respuesta Y de una célula i al timepo j (Y;;) puede ser
interpretado como la suma del promedio poblacional u, un “efecto célula” «;, un “efecto
tiempo” f; y un “término de interaccién” «;; (ecuacién 5.17). Notar que no incluimos el
efecto del tratamiento ya que realizamos este analisis de manera independiente para cada
tratamiento.

Yij = p+o; + B + vij (5.17)

Definimos la variable respuesta corregida por el “‘efecto célula” segiin la ecuacién 5.18,
donde T es la cantidad de puntos en el tiempo.

. 1
Yi=p+B+y =Yy —ai=Yy— 2> (Yij—p (5.18)
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Figura 5.6: Estimacién de la incerteza del estadistico de reclutamiento p. a) Las trazas crudas
para tres células al azar se muestran en negro y la media entre ellas como una curva gruesa roja.
Las lineas horizontales azules indican la media de cada célula y la roja la media poblacional .
Algunos de los coeficientes del modelo lineal estdan indicados. b) Trazas corregidas por el “efecto
célula” ().

En la figura 5.6a y 5.6b mostramos ejemplos de trazas de célula tinicas antes y después
de aplicar estas correcciones. El ICg5 de la media del estadistico corregido por el efecto
célula fue usado como una medida de la incerteza en el reclutamiento.

La incerteza calculada de la manera descrita tipicamente ronda el 10 % del valor méaxi-
mo del estadistico, aunque depende de la relacién senal-ruido que a su vez depende de
la fluorescencia total de la cepa utilizada y los parametros de adquisicién. La incerteza
en la medicién de reclutamiento calibrado (A®) también depende de la incerteza de ~y
(pendiente de la recta en la figura 5.5) y la incerteza en la fraccién de autofluorescencia
(ver ecuacién 5.16). La estimacién de v = 0.291 £ 0.016 resulta en un error relativo de
5.5 % para este coeficiente.

E ACL379 Figura 5.7: Distribucién de fluorescencia
. O TCY3057 en el canal de YFP para células TCY3057
(YFP-STE5 x2, barras blancas) y ACL379
(cepa parental, control de autofluorescencia,
barras grises).

Frecuencia Normalizada

0.000 0.005 0.010 0.015

I I 1
0 100 200 300
Densidad de fluorescencia

La fracciéon de autofluorescencia f.auto puede ser estimada comparando la distribu-
cién de intensidades de fluorescencia de cepas con YFP-STES5 contra la distribucion de
fluorescencia de la cepa parental sin proteinas fluorescentes (figura 5.7). La amplia dis-
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tribucién y solapamiento parcial de estas distribuciones hacen que la determinacion de
la fraccion de autofluorescencia a nivel de célula tinica sea muy imprecisa. Por lo tan-
to, sélo podemos determinar f.auto como el cociente de las medias poblacionales. Para
TCY3057 calculamos f.auto = 0.27+0.02, pero este valor depende del nivel de expresién
de YFP-Ste5, por lo que lo calculamos para cada cepa.

5.10. Analisis de datos

5.10.1. Manipulacién de datos con Rcell

Cell-ID genera grandes cantidades de datos que tienen que ser filtrados, analizados
y visualizados para poder ser interpretados en términos bioldgicos. El entorno de pro-
gramacién R (Dessau y Pipper, 2008) estd disenado para realizar andlisis estadisticos y
visualizacion de datos. Este programa estd bajo una licencia de cédigo abierto y tiene un
amplio uso en el ambito académico.

Durante el transcurso de la tesis continuamos desarrollando el paquete Rcell para R.
Este paquete permite cargar y analizar los datos de Cell-ID facilmente. Una sesién de
andlisis normalmente cuenta con varias pasos. En primer lugar cargar los datos y verificar
la integridad de los mismos. Luego, filtrar células espureas o muertas. A continuacion,
graficar los datos de una manera adecuada. Finalmente, los datos pueden ser exportados
de manera resumida o utilizados para un analisis estadistico. Rcell provee funcionalidad
para facilitar la ejecucion de cada uno de estos pasos.

5.10.2. Visualizacion de los datos usando una gramdtica de grdficos

La citometria basada en microscopia produce datos multivariados de alta complejidad.
En una corrida tipica Cell-ID calcula 27 variables morfologicas y 16 variables de fluores-
cencia por cada canal adquirido. Como es usual adquirir imagenes en dos o més canales de
fluorescencia, las tablas de datos de Rcell suelen tener alrededor de 60 columnas o més. Por
otro lado, un experimento tipico consiste en seguir en el tiempo a varios campos visuales
(lamados posiciones), cada uno con cientos de células. Por lo tanto, es habitual que la
tabla de datos resultante de un experimento tenga en el orden de 10* a 10° registros. Més
aun, cada posicién suele corresponder a una cepa y/o tratamiento diferente.

El anélisis de datos de esta magnitud y complejidad no es para nada trivial. Existe
una variedad enorme de tipos de graficos que pueden ser interesante dependiendo de la
pregunta bioldgica, como por ejemplo gréaficos de dispersion, de barras, histogramas, de
tortas, de cajas, trazas temporales de células individuales o promedios poblacionales, etc.
Para poder hacer un andlisis de manera eficiente es fundamental poder hacer gréficos de
una forma rapida y flexible.

Para ello Rcell usa otro paquete de R llamado ggplot2, desarrollado por Wickham
2009. Este paquete implementa una “gramaética de graficos” desarrollada por Wilkinson
2006, que permite describir una enorme variedad de graficos estadisticos en un lenguaje
formal y coherente. Segin esta gramética un gréafico estadistico se puede especificar con
los elementos detallados en la tabla 5.16. Practicamente todos los graficos presentados en
esta tesis fueron realizados con Rcell y ggplot2, por lo que constituyen una muestra de la
variedad de graficos que se pueden obtener con esta gramatica de graficos.

En Rcell implementamos una funcién que extiende las ideas de la gramética de graficos
para el caso particular de citometria basada en microscopia. Este tipo de datos tiene la
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Elemento Descripcion

datos El dataset a ser graficados, en nuestro caso los datos de Cell-ID.

geom Objeto geométrico utilizado para representar los datos (ej. puntos, barras, lineas, etc).

mapeo Vinculacién entre atributos estéticos de los objetos geémetricos y variables del datset.

estético (ej. posicién en x a f.tot.y, posicién en y a a.tot para un gréfico de dispersién).

estadistica  Transformacion estadistica de los datos previa al ploteo (ej. calcular el promedio o contar
ocurrencias en un bin para realizar un histograma).

posicion Ajustes menores de la posicién de los objetos geométricos (ej. desplazar barras levemente
en la coordenada x para que no se superpongan).

escala Define la escala del mapeo entre variables y atributos estéticos (ej. lineal o logaritmica).

coordenadas Sistema de coordenadas a usar en la representaciéon. Normalmente se usan coordenadas
cartesianas pero otros tipos como polares pueden ser utilizadas.

facetado Define criterios por los que particionar los datos para graficar cada particién en un panel

independiente, con la posicion del panel determinada por el tipo de facetado.

Tabla 5.16: Elementos que definen un grafico estadistico segin la “gramédtica de gréficos” de
Wilkinson (2006).

particularidad de que cada registro se vincula con una o varias imagenes, correspondientes
a las fotos de microscopia de los diferentes canales de fluorescencia y transmisiéon. Usando
un recorte de las fotos correspondiente a la region donde se encuentra la célula, y usando
estos recortes como objetos geométricos (geom), podemos generar montajes de células
de manera automadtica usando la misma notacién de ggplot2. Es decir que con la misma
facilidad con la que podemos generar graficos de las variables cuantificadas por Cell-ID,
podemos generar imagenes compuestas que nos muestran la misma o diferentes células con
una disposicién espacial determinada. La mayoria de los montajes presentados en la tesis
fueron generados por Rcell de esta manera.

5.10.3. Cuantificaciéon de los tiempos de polarizacién de la maquinaria
de senalizacion

Figura 5.8: Ejemplo de monta-
je de imagenes de transmisién usa-
dos para determinar la posicién en
el ciclo celular (YPP3662, factor-
a 1pM). Las células en G1 (arri-
ba) responden a feromona forman-
do proyecciones de apareamiento.
Las células en S (abajo) primero ge-
man y después responden a feromo-
na. El tiempo en minutos se mues-
tra debajo de cada imagen, y a la
izquierda el ID de cada.

Para medir la dindmica de polarizaciéon de la maquinaria de senalizacién del SRF,
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......". Figura 5.9: Fjemplo de monta-

je de imagenes de YFP usado pa-
ra determinar los tiempos de po-
larizacién (YPP3662, factor-a 1 pm
factor-cv). El indice del barrido en
7 estd mostrado a la izquierda y el

......... tiempo " abajo.

111.3

usamos células YPP3662 (STES5-3x YFP x3) y ESY3138 (STE20-YFP). Estimulamos las
células con factor-a 1M al tiempo cero, y seguimos el mismo campo por 2.5 horas en
el microscopio confocal. Segmentamos las imagenes con Cell-ID y creamos montajes de
imagenes de transmisiéon como se muestra en la figura 5.8 con Rcell.

En base a estos montajes, determinamos manualmente la posicién en el ciclo celular de
cada célula; células pre-start (G1) responden a feromona directamente, mientras que célu-
las post-start (S) primero geman y terminan una ronda de replicacién antes de responder
a feromona (Figura 5.8). Andlogamente, creamos montajes de imagines del canal de YFP
como la mostrada en la figura 5.9. Para evitar perdernos polarizaciones “fuera de foco”,
realizamos un barrido en Z a cada tiempo. El tiempo de polarizacion fue determinado
como el primer tiempo en el cual aparece una polarizacién persistente, por ejemplo 16.5
minutos en la figura 5.9. Para evitar cualquier sesgo, hicimos las determinaciones de la
posicion en el ciclo celular y los tiempos de polarizacién de manera independiente. Usando
Reell, aleatorizamos el orden en que los montajes fueron presentados, sin dar claves sobre
la cepa o condicién a la cual pertenece cada montaje.

Realizamos tres repeticiones independientes para cada cepa, encontrando muy buena
repetibilidad. Para estimar la incerteza en las curvas cumulativas de polarizacién, las
repeticiones fueron juntadas y se calculé el ICgs a partir de 1000 muestras de bootstrap
(Efron y Tibshirani, 1994).

5.10.4. Cuantificacion de la respuesta morfolégica a feromona

Figura 5.10: Ejemplo de montaje de imigenes de BF
utilizados para clasificar las células segin su respuesta mor-
folégica a feromona en vegetativas, penauts, shmoos o célu-
las muestras o fuera de foco. Células de diferentes cepas
y condiciones se presentan en orden aleatorio para evitar
sesgos en la cuantificacién. Usamos el plug-in Cell-Counter
de ImageJ para marcar la morfologia observada sobre la
foto. Luego, usando Rcell mepeamos esta informaciéon con
la base de datos.

Para clasificar la respuesta morfolégica de las células realizamos una clasificacion ma-
nual similar a la utilizada para cuantificar las polarizaciones. Usando nuestro paquete Rcell
creamos montajes de imégenes de células como el que se muestra en la figura 5.10. Dicha
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imagen no tiene ninguna clave respecto a la cepa y condicién de estimulacion, evitando
asi cualquier sesgo en la cuantificacién.

5.10.5. Métodos estadisticos

A lo largo de esta tesis usamos diversos métodos estadisticos que se detallan a conti-
nuacién. Sin embargo, en la mayoria de los casos nuestras decisiones y conclusiones no se
basaron fuertemente en p-valores obtenidos a partir de pruebas de hipdtesis nulas, sino
en una inspeccion visual de una representacién grafica adecuada de los datos. Citando
el prefacio del trabajo seminal de John W. Tukey “Exploratory Data Analysis” (Tukey,
1977):

Once upon a time, statisticians only explored. Then they learned to confirm
exactly — to confirm a few things exactly, each under very specific circumstan-
ces. As they emphasized exact confirmation, their techniques inevitably became
less flexible. The connection of the most used techniques with past insights was
weakened. Anything to which a confirmatory procedure was not explicitly atta-
ched was decried as“mere descriptive statistics”, no matter how much we had
learned from it.

Las pruebas de hipétesis nulas y los p-valores correspondientes permiten calcular la
probabilidad de obtener datos tanto o mas extremos que los observados, bajo una hipotesis
de no-diferencia. Si esta probabilidad es muy baja se rechaza esta hipdtesis nula, de lo
contrario se dice que no hay evidencia suficiente para rechazarla. Esta metodologia es una
herramienta 1til en los casos en que las diferencias observadas entre los tratamientos son
del orden de la variabilidad o dificiles a apreciar por inspeccién visual.

Awlo: 0.0 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 Figura 5.11: Ejemplos de 9 puntos
5| ttest  0.20 0.27 0024 00001  <10° <10° distribuidos normalmente con o = 1. La
%: perm:  0.18 0.25 0027 00007 0.0003  <10* media del grupo a en todos los paneles

T es fig = 0 (linea punteada gris), mien-
*° tras que la media de b es up =0, 0.5, 1,
g j.'. 2, 4y 8, de izquierda a derecha (indica-
**| do como Ap/o sobre los paneles). Los
< b tridngulos grises indican la media de ca-
47 L '45 da grupo y las barras de error el ICy5 de
. . e .2;. . 3 .. I la media. Los p-valores bajo la hipétesis
0 oo 3, % ads ], g '.L. .}' nula g, = up segun el test de student (t-
> o |l Y . o . test) o un test de permutacién (perm)

T b A b = b Ay Ib i se indican sobre cada panel.

Sin embargo, en nuestra opinion, hay casos donde realizar este procedimiento es su-
perfluo. Para ilustrar nuestro punto, en la figura 5.11 se muestran conjuntos de 9 puntos
normalmente distribuidos con desvio estandar ¢ = 1. La diferencia entre la media de los
puntos de los grupos a y b (Ap) aumentan hacia los paneles de la derecha. Para Ap/o =
0 6 0.5 no hay diferencias significativas, mientras que para Au/o >= 1 si las hay, segin
el criterio habitual de p-valor < 0.05. Para Au/o = 1 6 2 la prueba de hipétesis ayuda a
establecer que hay diferencias en una situaciéon donde por inspeccién visual no podriamos
asegurarlo.
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Sin embargo, para Au/o = 4 y especialmente para Au/o = 8 las diferencias entre los
grupos son mucho mayores que la variabilidad de los datos. En estos casos no hay ninguna
duda que las medias de los grupos son diferentes, sin hacer estadistica alguna. En estos
casos hacer una prueba de hipotesis es una formalidad con poca o ninguna utilidad; la
hipétesis nula pasa a ser un murnieco de paja que sabemos a priori que no puede explicar
los datos. En otras palabras, cuando las diferencias son abrumadoras la estadistica es
innecesaria.

Para mostrar la variabilidad de la media de los datos usamos el intervalo de confianza
del 95 % de la media (ICos5). Este intervalo se construye de manera que el 95 % de las veces
contenga la media poblacional real (Cumming et al., 2007). En la figura 5.11 se muestran
los 1Cg5 de cada grupo de puntos como barras de error. Para los grupos a de todos los
paneles, estos intervalos contienen al cero, la media de la distribucién normal de la cual
los puntos fueron muestreados. Sin embargo, es de esperar que en uno de cada 20 casos
los ICy5 no contengan la media real.

Para calcular el ICg5 usamos una estimaciéon paramétrica o la técnica de bootstrapping
(Efron y Tibshirani, 1994). La misma es una técnica computacional de re-muestreo; a
partir de una muestra de N elementos, realizamos re-muestreos de N elementos con reem-
plazo. Esto quiere decir que en un re-muestreo particular algunos elementos seran elegidos
varios veces mientras que otros quedaran excluidos, produciendo asi variabilidad entre los
re-muestreos. Luego, calculamos el estadistico de interés (e.g. la media) y repetimos el pro-
cedimiento 1000 6 10000 veces. Esto produce una distribucién para el valor del estadistico
entre los re-muestreos. El ICg5 es el intervalo que va desde el percentil 2.5% al 97.5%
de esta distribucidén, es decir que contiene el 95 % de los valores de la media entre estos
re-muestreos.

El uso de técnicas de re-muestreo, como el bootstrapping o pruebas de permutacion
tiene varias ventajas sobre los test paramétricos tradicionales: no asumen una distribucion
subyacente de los datos, pueden ser aplicadas sobre cualquier estadistico y no necesitan
un disenio balanceado. El tnico supuesto fuerte de estos métodos es que la muestra sea
representativa de la poblacion.

Cuando consideramos necesario usar un anélisis estadistico sobre los datos de induc-
cién transcripcional de un gen reportero de respuesta a feromona, o el pegado de feromona
fluorescente, utilizamos modelos de efectos fijos (Pinheiro et al., 2007). Esta es una ex-
tension de ANOVA y asume una distribucién normal de la variable respuesta. Para estos
analisis utilizamos como datos de entrada el promedio de los valores de las ~ 200 células
en cada foto. Sabemos que estas medias se distribuyen normalmente gracias al teorema
central del limite. En general, contamos con 9 réplicas por condicién (tres fotos por well,
tres wells por cepa) para el andlisis.

5.11. Modelado matematico

En esta tesis se desarrollaron modelos matematicos mecanisticos que plantean reac-
ciones sencillas de uno o pocos pasos entre las especies moleculares representadas por las
variables del modelo. En estos modelos las leyes de reaccién utilizadas son las derivadas
de aplicar ley de accién de masas.

Analizamos los modelos sencillos y tratables analiticamente (e.g. 3.2.3), a mano y con
el software Mathematica (Wolfram Research), que permite hacer operaciones simbdlicas.
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5.11.1. Especificacion de modelos usando COPASI

El modelo Carrousel (seccién 2.3) requirié un andlisis numérico debido a su compleji-
dad. Al tratarse de un modelo mecanistico, especificamos todas las reacciones usando ley
de accién de masas. Para esto utilizamos el programa COPASI (Hoops et al., 2006), que
permite especificar reacciones bioquimicas de una manera sencilla. Este programa ademas
de asegurar la consistencia de las ecuaciones, permite exportar el modelo en el lenguaje
SBML 6 (Hucka et al., 2003). Este lenguaje, derivado de XML, permite compartir mode-
los de biologia de sistemas de una manera sencilla e independiente del programa utilizado
para especificarlo.

COPASI cuenta con un motor de integraciéon que permite resolver numéricamente
las ecuaciones diferenciales ordinarias (ODEs) del modelo una vez especificados todos los
parametros. También cuenta con la capacidad de hacer barridos de uno o varios parametros
en una grilla regular. Estas funcionalidades fueron utilizadas para corroborar la integridad
del modelo y detectar errores en el mismo. Sin embargo, no permite hacer muestreos mas
complejos del espacio de pardmetros, como el muestreo por hipercubo latino (LHS). Por
otro lado COPASI tampoco permite clasificar con criterios ad-hoc el comportamiento del
modelo con un determinado conjunto de parametros.

5.11.2. LHS: Muestreo por hipercubo latino

Debido a estas limitaciones de COPASI decidimos utilizar una funcionalidad que per-
mite exportar la especificaciéon del modelo como cédigo C. Desarrollamos un paquete de
R llamado Rcopasi que permite cargar el codigo C exportado por COPASI, identificar y
reemplazar pardmetros en el cédigo, compilar la funcién a cédigo maquina y correr el mo-
delo. El paquete también permite hacer muestreos arbitrarios del espacio de parametros
y muestreos por hipercubo latino, para lo que usamos el paquete lhs (Carroll et al., 2012)
de R. Rcopasi también permite correr el modelo en paralelo, utilizando todos los nicleos
del procesador, lo que acelera los tiempos de corrida de una manera aproximadamente
proporcional al nimero de ntcleos disponibles. Para esto usamos los paquetes foreach,
iterator y doSnow (Analytics y Weston, 2015) de R.

También realizamos la clasificacion de los comportamientos del modelo y el andlisis
posterior en R. Tener todo el flujo de trabajo en el mismo entorno facilité mucho el
analisis del modelo.

5.11.3. Diagrama del modelo Carrousel

El esquema del modelo Carrousel (figura 2.9) fue hecho con otro paquete de R que
desarrollamos en esta tesis. Lo llamamos ggDiagram, ya que extiende algunas ideas de
ggplot2 a diagramas. Este paquete permite definir de manera paramétrica la posicién de los
diferentes elementos del diagrama en un espacio tridimensional, en particular etiquetas y
flechas. Usando el paquete también se pueden mapear atributos estéticos de los elementos,
como por ejemplo el color y tamano, a variables como el tipo de reaccién y las tasas de las
mismas. El paquete también permite posicionar las etiquetas de una manera automatica,
sin que queden superpuestas a otros objetos en la proyeccién 2D del esquema.
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