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Introduccion

|. La levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo

Saccharomyces cerevisiae, cominmente conocida como la “levadura de gemacién”, ha
sido empleada durante siglos para la elaboracién del pan, la cerveza y el vino, entre otros
productos obtenidos por fermentacién (Samuel, 1996; Vaughan-Martini and Martini, 1995).
Descubierta y nombrada por Meyen (Meyen, 1838), su nombre deriva del griego
“saccharomyces” que significa “hongo del azucar” y del latin “cerevisiae” que significa “de la
cerveza”; no fue hasta los estudios sobre la fermentacidn, realizados por Pasteur en 1872
(Pasteur, 1872), cuando la levadura comenzé a tener mayor influencia en el mundo cientifico.
En los afios 30 y 40 aparecieron los primeros estudios genéticos en la levadura, realizados por
Winge y Lindegren, considerados “los pioneros” de la genética de la levadura (revisado por
(Hall and Linder, 1993)). Uno de los hitos mas importantes que han hecho de S. cerevisiae un
organismo modelo universal para estudios genéticos, bioquimicos y biotecnolégicos en
eucariotas, fue el desarrollo a finales de los 70 de un sistema de transformacién en la levadura,
que permitid por vez primera, que material genético exdégeno en forma de DNA plasmidico se
introdujera y se mantuviera de forma estable en células eucariotas (Beggs, 1978; Hinnen et al.,
1978). Este hecho abrid el camino para el desarrollo de herramientas genéticas mas
sofisticadas que han permitido la manipulacion de la célula a cualquier nivel estructural y
funcional.

El hecho de que S. cerevisiae haya sido el organismo modelo empleado en nuestro
trabajo, se debe en gran parte a que presenta una serie de ventajas (Cuadro 1) que han hecho
gue este eucariota unicelular sea considerado un organismo modelo para estudios bioldgicos y
gendémicos:

- Es un organismo unicelular no patégeno, de crecimiento rapido y en condiciones de
cultivo simples, econdmicas, controladas y reproducibles. Crece como células dispersas
en medio liquido o como colonias aisladas en sélido, lo que permite un facil
aislamiento de sus mutantes. Puede crecer tanto aerdbica como anaerdbicamente
dependiendo de la fuente de carbono empleada, lo que hace de la levadura un
organismo ideal para el estudio de proteinas mitocondriales implicadas en la
respiracion. Ademads, aunque se trata de un organismo unicelular, se pueden inducir
algunas caracteristicas propias de organismos pluricelulares, como crecimiento
pseudohifal, sefializacion intercelular y muerte celular programada.

- Debido a que puede crecer y dividirse de forma estable como célula haploide, las
mutaciones recesivas son facilmente analizables. Ademas tiene un ciclo sexual diploide
estable, lo que permite a los investigadores realizar analisis genéticos como estudios
de complementacién, recombinacion y epistasia.

- Aunque posee la complejidad genética de los organismos eucariotas, su genética,
bioquimica y fisiologia estda muy bien caracterizada (Broach et al., 1991) y se han
desarrollado multiples herramientas que permiten su sencilla manipulacidon genética.
Entre ellas destaca, como hemos comentado anteriormente, la disponibilidad desde
hace varias décadas de un sistema de transformacién sencillo, muy eficaz, y versatil;
con plasmidos lineales o circulares, en alto o bajo nimero de copias, con promotores
regulables y seleccion positiva o negativa (Sikorski and Hieter, 1989).
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La existencia de este tipo de herramientas, hace posible la expresién controlada de
proteinas heterdlogas bajo condiciones de cultivo definidas, convirtiendo a la levadura
en un organismo modelo ideal para el andlisis funcional de genomas. En cuanto a su
utilizacion biotecnoldgica como fabrica de moléculas recombinantes, la levadura ha
sido de gran utilidad para la preparacion de proteinas recombinantes de uso comercial.
Su importancia queda ilustrada por el hecho de que la primera vacuna recombinante
para humanos aprobada contra la hepatitis B (McAleer et al., 1984), y el primer
producto alimentario recombinante aprobado, la renina, utilizado en la fabricacién de
queso (Mohanty et al., 1999) fueron producidos en sistemas de levaduras.

Otra de las ventajas afadidas, es la alta tasa de recombinacion homdloga que
presenta, lo que permite la integracién del DNA transformante en la localizacidn
cromosdmica exacta reemplazando el gen deseado con un marcador de seleccién o
con un alelo mutante (Rothstein, 1991), o introduciendo promotores regulables o
etiquetas moleculares (GFP, GST, 3HA, 13Myc, etc) (Longtine et al., 1998).

La conservacién evolutiva de las rutas bioldgicas es la base implicita de los modelos
genéticos, como el ratéon (Mus musculus), la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), el nematodo (Coenorhabditis elegans), el pez cebra (Danio rerio), la
levadura de fisién (Schizosaccharomyces pombe) y la propia levadura de gemacién. La
mayoria de los procesos celulares bdsicos estan altamente conservados desde el
hombre a la levadura, especialmente en lo que se refiere al metabolismo y la division
celular, habiéndose descrito hasta un 30% de genes implicados en enfermedades
humanas que estan conservados en la levadura (Bassett et al., 1997; Foury, 1997). Esta
conservacién evolutiva ha convertido a la levadura en un excelente modelo para
comprender el desarrollo de enfermedades, como por ejemplo el sindrome de Werner
asociado al envejecimiento prematuro (Sinclair et al., 1997), asi como para estudiar la
respuesta celular a agentes citotdxicos. De hecho, la diana celular de la rapamicina, un
agente inmunosupresor empleado para evitar rechazos en operaciones de
transplantes, fue identificada en la levadura y posteriormente verificada en humanos
(Heitman et al., 1991).

Cuadro 1. Caracteristicas que hacen de S. cerevisiae un organismo modelo en eucariotas

€0 €0 €0 €0 €0 €0 €0 60 €0 "€c “€c

€0 “ec

€c

Organismo unicelular, con las caracteristicas propias de eucariotas: organulos, regulaciéon del ciclo celular,
envejecimiento, apoptosis, transduccion de sefiales, etc.

Tiempo de generacion corto (aproximadamente 1,5 horas), con una alta densidad celular (>108 células/ml)
Bioquimica y fisiologia bien conocidas (enzima="en levadura”)

Genética mendeliana (ciclo de vida sexual, analisis de tétradas)

Gran variedad de vectores que permiten la expresion condicional o constitutiva de genes homadlogos o heterélogos
>20 afios de uso como sistema de expresion de genes heterdlogos

Alta tasa de recombinacién homdloga

Secuencia completa del genoma disponible desde 1996

Alto grado de conservacién de la maquinaria celular basica de eucariotas superiores

Comunidad cientifica amplia, bien organizada, abierta al intercambio de datos y material, y cooperativa

Coleccion completa de mutantes de delecion

Coleccion de proteinas marcadas con diferentes epitopos (GFP, GST, 3HA, 13Myc, etc)

Gran desarrollo de estrategias y tecnologias post-genomicas (“microarrays” de DNA o de proteinas, sintéticos letales, etc.)

Bases de datos actualizadas, fiables y generalmente de libre acceso. Nomenclatura sencilla y aceptada
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Il. EI genoma de Saccharomyces cerevisiae

Durante la ultima década se ha producido una profunda transformacién en el campo de
la gendmica, fruto en gran parte de un amplio esfuerzo internacional que llevé en 1996, a la
secuenciacion del genoma completo de Saccharomyces cerevisiae (Goffeau et al., 1996),
constituyendo el primer genoma eucariota secuenciado. En la actualidad se siguen
secuenciando los genomas de multiples organismos, incluido el genoma humano cuyo primer
borrador aparecio en el afio 2001 (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001).

S. cerevisiae tiene 16 cromosomas (Cherry et al., 1997), en los que esta empaquetado un
genoma compacto de 12 megabases (Mb), un 0,4% del tamafio del genoma humano (3,2 Gb).
En él se han identificado un total de 6607 fases de lectura abierta (ORFs, de “Open reading
frames”), con un tamafio medio de 1,5 Kb, de las cuales Unicamente el 4% presenta intrones,
mayoritariamente en forma de un Unico intrén localizado en el extremo 5 del gen (Goffeau et
al., 1996) (Tabla 1). Aproximadamente 500 ORFs se encuentran por duplicado, y son el
resultado de la duplicacion del genoma y posterior pérdida del 90% de los loci que existian en
la “levadura ancestral” (Wolfe, 2004). Aproximadamente la mitad de los ORFs identificados
durante la secuenciacién de su genoma no presentaban genes homodlogos en las bases de
datos. Esta situacidon ha cambiado sustancialmente debido a la reciente secuenciacién de gran
cantidad de genomas eucariotas y procariotas, de modo que se estima que en la actualidad el
90-95% de los ORFs presentan homologia con alguna proteina identificada, de los que
aproximadamente el 25% corresponde a homdlogos Unicamente en otros ascomicetos
(Malpertuy et al., 2000).

Algunos ascomicetos son patdgenos y provocan infecciones, especialmente en
individuos inmunocomprometidos, que representan un grave problema hospitalario. Por este
motivo, la identificacion de genes especificos de ascomicetos, y de forma particular aquellos
genes que son esenciales para la viabilidad de la levadura pero ausentes en el hombre, es de
gran interés ya que representan potenciales dianas contra las que desarrollar nuevos
compuestos con actividad antifungica, que permitirdn aplicar tratamientos clinicos mas seguros
y efectivos contra estas infecciones (Odds et al., 2003). Por otra parte los genes de la levadura
conservados en el hombre son una base importante para adentrarnos en el estudio de
enfermedades, y hacen de ésta un sistema modelo para el estudio de procesos celulares

Tabla 1. Organizacion del genoma de Saccharomyces cerevisiae

Caracteristicas Total Cromosoma
| 1 1] v v vi Vit vin X X Xt X Xi X XV xvi ii";;:f Genoma

[ORFs Totales 6607 117 456 183 836 324 141 583 321 241 398 348 578 505 435 508 511 6575 28
[ORFs verificados 4821 74 334 124 634 228 97 436 224 165 295 271 392 375 322 442 387 4800 17
[ORFs sin caracterizar 975 18 66 34 103 45 27 81 53 41 56 a1 108 77 68 86 69 973 2
[ORFs dudosos 811 25 56 25 99 51 17 66 44 35 47 36 78 53 45 70 55 802 9
Pseudogenes’ 21 2 0 2 1 0 0 0 0 9 0 0 2 0 1 1 3 21 0
IARS 337 11 18 19 40 19 12 28 16 15 25 16 26 25 21 19 27 337 0
[Retrotransposones 50 1 3 2 8 2 1 6 2 1 3 0 5 4 3 4 5 50 o
[Flementos Ty 89 2 6 2 17 4 2 10 4 1 6 0 8 8 3 8 8 89 0
[Ty LTR 383 9 22 20 36 33 1 a4 24 10 24 14 32 24 16 32 32 383 0
[Centrémeros’ 16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 16 0
[Telomeros 32 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 32 0
"X_element_core_sequence" 32 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 32 0

ici éri 31 2 1 2 2 0 2 1 3 2 2 2 5 3 2 2 0 31 0
Repeticiones subteloméricas 28 1 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 28 0
Elementos Y' 19 0 1 0 1 2 1 1 2 1 1 0 4 1 1 1 2 19 0
[tRNA 299 4 13 10 28 20 10 36 11 10 24 16 21 21 14 20 17 275 24
[[RNA 27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25 0 0 0 0 25 2
[RNA no codificante 13 1 1 0 3 4 0 2 0 0 0 0 1 0 o 0 12 1
[snRNA 9 1 1 0 0 3 0 0 2 0 0 0 0 1 0 0 0 8 1
[snoRNA 77 1 2 4 4 5 0 6 2 1 5 5 7 13 B 1 6 77 0
[Tamafio cromosoma (Kb) 12157 230 813 317 1532 577 270 1091 563 440 746 666 1078 924 784 1091 948 12071 86

La definicion de cada caracteristica se puede encontrar en la seccion “Glossary” del SGD. Datos obtenidos del SGD el 21-7-2009.
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ORFs
verificados
73%

Figura 1. Clasificacion de los ORFs identificados en el
genoma de S. cerevisiae. Entre los 6607 ORFs
identificados hasta el momento, el 73% corresponden a
ORFs verificados, el 15% a ORFs sin caracterizar y el
12% son dudosos. Se entienden por verificados
aquellos ORFs en los que se ha demostrado que
codifican una proteina; sin caracterizar son aquellos
ORFs que debido a la existencia de ortélogos es
probable que sean reales, pero para los que no hay
ninguna evidencia experimental que lo demuestre; y
son dudosos los ORFs que no estan conservados en
otras especies del género Saccharomyces y para los que
no hay ninguna evidencia que avale que codifican una
proteina (datos obtenidos del SGD el 21-7-09).

ORFs sin
caracterizar
15%

4
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12%

relacionados con enfermedades y de nuevos farmacos que interfieran con estos procesos. Se
han descrito alrededor de 2700 genes que codifican proteinas que coinciden al menos en parte
de su secuencia primaria con una proteina humana (alrededor 2700 en un BLASTp con un e-
value <1019y los pardmetros por defecto de BLAST) (Hughes, 2002), asi como cientos de genes
de la levadura que tienen ortélogos implicados en enfermedades humanas (Foury, 1997). La
mayoria de estos genes son clave en rutas transduccién de sefiales o rutas metabdlicas, o cémo
se ha descrito recientemente en procesos relacionados con la mitocondria (Steinmetz et al.,
2002).

De los 6607 ORFs identificados hasta la fecha, 4821 estan verificados, 975 estan sin
caracterizar y 811 son dudosos (Hirschman et al., 2006) (Fig. 1). El andlisis de la distribucidn de
los genes en grupos funcionales, revela que la mayor parte del proteoma de la levadura esta
implicado en la biogénesis y organizacion de organulos, transporte, transcripcidn, ciclo celular,
sintesis y procesamiento de proteinas, y metabolismo del DNA y RNA. Mientras, otros procesos
como la esporulacidn, la gemacidn o la meiosis estan controlados por un menor nimero de
proteinas. Aunque el nimero de genes que son caracterizados funcionalmente aumenta
rapidamente, todavia existe un 35% de los que se desconoce el proceso biolégico en el que
participan y un 25% de los que se desconoce la localizacién de la proteina que codifican (Fig.
2). Ademas, para muchos productos génicos, la informacién bioldgica disponible es todavia
muy escasa y parte de la informacién obtenida deriva de la comparacién de secuencias con
otros organismos o de fenotipos poco claros, observados en los correspondientes mutantes.

Uno de los mayores retos a los que se enfrenta la era post-genédmica es la identificacion
y caracterizacidn de las funciones asociadas a todos esos productos génicos; y que puede ser
abordado mediante métodos clasicos, bioquimicos y genéticos, o nuevas aproximaciones
gendmicas.
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Figura 2. Distribucion de los ORFs de S. cerevisiae en grupos funcionales generales segun el proceso biolégico (a), o
el componente celular (b), en el que estan incluidos en Gene Ontology. Se utilizé la opcion Super GO-Slim de la
herramienta GO Slim Mapper del SGD.
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lIl. Tecnologias exhaustivas de alto rendimiento en S. cerevisiae: “Omica”

La determinacion de cuando se expresa un gen, donde se localiza su producto génico en
la célula, con quién interacciona y qué ocurre cuando se elimina dicho gen son algunas de las
cuestiones basicas que necesitan ser resueltas para determinar la funcion de todos los
productos génicos de un organismo. Todo esto, junto al esclarecimiento de los mecanismos de
regulacién y las interacciones que se producen, en el espacio y en el tiempo en los diferentes
niveles de complejidad permitira, en ultima instancia, llegar a comprender el sistema bioldgico
desde una perspectiva holistica (Ideker et al., 2001; Mustacchi et al., 2006). Obviamente, para
acometer dicha tarea se requieren nuevas aproximaciones experimentales que proporcionen
respuestas a estas cuestiones de una forma rapida, econémica y eficiente. La levadura S.
cerevisiae, por su versatilidad y por las caracteristicas favorables que han sido comentadas
anteriormente, se ha convertido en un excelente modelo para el desarrollo y Ia
implementacidon de nuevas y avanzadas estrategias y técnicas de analisis a todos los niveles
“émicos”.

El sufijo “~-oma” tiene un origen latino que significa “conjunto de”. Asi, la adicién de este
sufijo a diferentes estudios en biologia cubre las nuevas aproximaciones masivas en las que se
esta enfocando ésta disciplina recientemente. Por tanto, la “émica” es el término genérico que
describe los grupos de datos a gran escala que estdn surgiendo como resultado de estudios
globales y de alto rendimiento.

La existencia de varios niveles “0micos” ha conducido a la clasificacién de los mismos en
tres amplias categorias (Joyce and Palsson, 2006) que se esquematizan en la Figura 3, y que
definimos a continuacion:

1. Componentes: son los que representan la poblacién de moléculas de la célula o
sistema.

2. Interacciones: son las conexiones existentes entre los distintos tipos de moléculas.

3. Estados funcionales: son los que definen sus acciones, los que muestran el
comportamiento general o el fenotipo de la célula o sistema.

En esta introduccion se pretende proporcionar una guia en el intrincado campo de los
escrutinios a gran escala. Por ello, se describiran a continuacidn las estrategias desarrolladas en
S. cerevisiae dentro de cada una de las categorias de la “dmica”, y se hara especial hincapié en
las distintas aplicaciones basadas en las colecciones de mutantes desarrolladas a lo largo de
estos afios, ya que han constituido nuestra principal herramienta de trabajo.

1.1- Estrategias Genémicas

Se define como gendmica el estudio de la secuencia del genoma completo y de la
informacidn contenida en el mismo, siendo el mas maduro de los campos de la “mica” y el
prerrequisito para el desarrollo del resto. Los genes son deducidos a partir de la secuencia,
traducidos conceptualmente a proteinas y anotados en base a su similitud con proteinas
conocidas presentes en las bases de datos. Las secuencias crudas han facilitado el desarrollo de
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estudios de gendmica comparada, que han permitido identificar elementos reguladores y
comprender fendmenos de especiacién (Cliften et al., 2003; Kellis et al., 2003), y reconstruir en
parte la historia evolutiva de los organismos (Delsuc et al., 2005).

La aparicién de nuevas tecnologias basadas en la utilizacion de micromatrices, mas
conocidas como “microarrays”, que abarcan el genoma completo (“tiling microarrays”)
(Mockler et al., 2005) permiten, entre otros analisis, la identificacidn de polimorfismos de un
solo nucledtido (SNPs) entre genomas (Gresham et al., 2006).

Este campo ha sufrido una nueva revolucién con la aparicién de tecnologias de
secuenciacién en paralelo a gran escala (“High-throughput Parallel Sequencing”), que permiten
secuenciar cientos de veces mas rdpido y a un coste mucho menor que por el método de
Sanger (Margulies et al., 2005; Shendure et al., 2005), acercandose al reto de secuenciar un
genoma humano por 1000 délares (Service, 2006).
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Figura 3. Niveles "Omicos”. Los datos derivados de estudios “6micos” proporcionan una descripcién exhaustiva de
la mayoria de componentes e interacciones celulares. Estos datos pueden ser clasificados en tres categorias
generales, cuya definicion se incluye en el texto: 1.- Componentes; 2.- Interacciones; y 3.- Estados Funcionales. El
diagrama central traza el flujo de informacién bioldgica desde el genoma hasta el fenotipo, mientras que los
distintos tipos de datos “Omicos” que se emplean para describir estos procesos se indican en los cuadros
adyacentes. Desde arriba, el DNA (gendmica) se transcribe a RNAm (transcriptémica), el cual se traduce a proteina
(protedmica). Las proteinas pueden catalizar reacciones que dan lugar o modifican metabolitos, glicoproteinas y
oligosacaridos, y lipidos (metaboldmica). Muchos de estos componentes pueden ser etiquetados y localizados en la
célula (“localizémica”). Los procesos responsables de generar y modificar los componentes celulares estan
generalmente dirigidos por interacciones moleculares, proteina-DNA en el caso de la transcripcidn, y proteina-
proteina en cascadas de sefializacidn, en reacciones enzimaticas, etc. Finalmente, las rutas y procesos bioldgicos
forman redes de interaccion complejas, los cuales dictaminan el comportamiento celular, o fenotipo (fendémica).
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Los avances en las estrategias gendmicas de los Ultimos afios, se han visto
materializados, entre otros, en el Proyecto Internacional “HapMap” (de “Haplotype Map”)
(http://www.hapmap.org/) o en al mas reciente Proyecto “de los 1000 genomas” (“1000
Genomes Project”) (http://www.1000genomes.org). Ambos proyectos, iniciados en 2002 vy

2008 respectivamente, tienen como objetivo registrar las mutaciones y variaciones genéticas
humanas (haplotipos), mediante el mapeo y comparacion de SNPs de numerosas muestras de
distintas poblaciones ("A haplotype map of the human genome," 2005). La finalidad ultima es
asociar dichas variaciones genéticas con un fenotipo determinado, de forma que sea posible
asociar determinados patrones de variaciones genéticas con la predisposicion a padecer ciertas
enfermedades, la respuesta a fdrmacos o a factores medioambientales, asi como realizar
estudios de genética de poblaciones y evolucion.

1.2- Estrategias Transcriptémicas

El objetivo de la transcriptomica es la adquisicion de informacion sobre la presencia y
abundancia relativa de transcritos de RNA con el fin de determinar el patron de expresién de
todos los genes en un organismo tras cualquier cambio en su estado celular, ya sea debido a
una perturbacién genética, fisiolégica o ambiental. Los niveles de expresion globales pueden
ser obtenidos utilizando diferentes técnicas entre las que se incluyen el andlisis “clasico” tipo
SAGE (“Serial Analysis of Gene Expression”) (Velculescu et al., 1995), la tecnologia de
“microarrays” de expresion (basados en cDNAs o en oligonucleétidos), e incluso aplicando las
ultimas tecnologias de secuenciacion a gran escala a la secuenciacion de cDNAs (RNA-Seq)
(Nagalakshmi et al., 2008). La levadura ha sido, de nuevo, pionera en este campo ya que fue el
primer organismo para el que se desarrollé un “microarray” de expresion completo (Lashkari et
al., 1997; Shalon et al., 1996). En estas técnicas, los niveles de transcrito de todos los genes,
son medidos simultdaneamente, bajo cualquier condiciéon y a varios tiempos, para identificar
grupos de genes cuya expresion estd inducida o reprimida con respecto a la muestra de
referencia.

Las aplicaciones de los analisis de expresién génica se pueden dividir en tres areas
principales:

- Aquellas que generan firmas o perfiles transcripcionales especificos que pueden
emplearse como fenotipos moleculares detallados. De esta forma, los perfiles de
transcripcion se pueden emplear para clasificar mutantes de acuerdo con su similitud
en el perfil (Eisen et al., 1998; Hughes et al., 2000a), o para evaluar los efectos
secundarios de drogas (Marton et al., 1998). Sus aplicaciones mas prometedoras son la
clasificacion de muestras de pacientes en grupos mediante el reconocimiento de
patrones transcripcionales compartidos, lo que permite desarrollar y aplicar
predictores en prognosis, diagnosis y tratamiento de enfermedades (Golub et al.,
1999).

- Aquellas que analizan la transcripcidn y su regulacion. Estas aplicaciones son utilizadas,
por ejemplo, para identificar secuencias reguladoras mediante la localizacién de
elementos comunes en las secuencias promotoras de genes con perfiles de
transcripcidn parecidos (Pilpel et al., 2001). Este tipo de andlisis han arrojado luz sobre
las complejas redes de regulacién que controlan la expresion en diferentes condiciones
en distintos organismos modelo.
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- Aquellas que pretenden determinar la funcidon de los productos génicos. Con estas
estrategias se pretende la clasificacidn de los genes en grupos funcionales en virtud de
la semejanza de sus perfiles de expresidon obtenidos en una gran variedad de
condiciones (lhmels et al., 2002; Horak and Snyder, 2002). Estas aproximaciones son
indirectas, ya que infieren la funcion a partir de los niveles de RNAm. La propia
naturaleza de los RNAm, como intermediarios y transmisores de la informacién del
genoma al proteoma, determina que las modificaciones post-transcripcionales o post-
traduccionales no puedan ser capturadas y que este tipo de estudios sean incompletos
o defectuosos. No obstante, recientes mejoras en esta clase de estrategias estan
soslayando algunos de estos impedimentos (Mata et al., 2005).

1.3- Estrategias Protedmicas

La protedmica pretende identificar y cuantificar los niveles celulares de cada proteina
codificada en el genoma. Los métodos analiticos basados en la electroforesis bidimensional y
espectrometria de masas (MS) son las estrategias mas empleadas (Patterson and Aebersold,
2003). También se han desarrollado métodos western-blot cuantitativos y de alto rendimiento,
aunque para su realizacion se precisan gran cantidad de medios y esfuerzo (Ghaemmaghami et
al., 2003). Otras técnicas basadas en el marcaje de las proteinas con etiquetas y MS en tandem,
pretenden solventar el problema que supone la deteccidn mayoritaria de las proteinas mas
representadas en las muestras bioldgicas (Gygi et al., 1999), mientras que nuevas estrategias
pretenden profundizar en los efectos de modificaciones post-traduccionales como el recambio
proteico (Pratt et al., 2002) o la fosforilacién (Ficarro et al., 2002; Gruhler et al., 2005; Knight et
al., 2003).

Muy recientemente, nuevas aproximaciones basadas en la deteccion mediante
citometria de flujo de una coleccién de cepas de S. cerevisiae que expresan cada proteina
marcada con GFP bajo el control de su propio promotor y en su locus nativo (Huh et al., 2003),
suponen un avance sin precedentes en la cuantificacion a gran escala y con alta resoluciéon de
la abundancia proteica a nivel de una Unica célula, y permite caracterizar la respuesta celular a
nivel proteico frente a perturbaciones en al medio (Newman et al., 2006).

1.4- Estrategias Metabolémicas

La metaboldmica persigue identificar y cuantificar todos los metabolitos de un sistema
(célula, tejido u organismo) en una condicidn dada, asi como las variaciones de los mismos en
respuesta a estimulos ambientales o perturbaciones genéticas. El metaboloma es el resultado
de la integracidn celular del genoma, proteoma e interactoma (ver mas adelante), de forma
gue no sdélo proporciona una lista de los metabolitos en una determinada condicién, sino que
es también un reflejo directo del estado funcional celular (Nielsen and Oliver, 2005). Por tanto,
es considerado el nivel de analisis que mas se aproxima al fenotipo celular. Se trata de una de
las disciplinas mas nuevas en la que los métodos aun estdn siendo desarrollados y
contrastados. Basicamente, estos métodos se basan en el analisis MS, en la cromatografia de
gases acoplada a MS (GC-MS), en la espectroscopia por resonancia magnética nuclear y en la
espectroscopia vibracional (Dunn et al., 2005).

El andlisis de perfiles metabdlicos estad siendo empleado cada vez con mayor frecuencia
en un numero creciente de organismos. En la levadura se han utilizado para determinar tanto



Introduccion

los metabolitos internos (“metabolic fingerprinting”) (Castrillo et al., 2003), como los
secretados al medio (“metabolic footprinting”) (Allen et al., 2003) o los metabolitos de rutas
especificas a gran escala (Villas-Boas et al., 2005). Sus aplicaciones van desde la clasificacion
funcional de mutantes (Allen et al., 2003), o la identificacion de nuevas funciones génicas
(Famili et al., 2003; Raamsdonk et al., 2001), a la identificacion de nuevas drogas (Watkins and
German, 2002), toxicidad de las mismas e identificacion de biomarcadores (Weckwerth and
Morgenthal, 2005).

1.5- Estrategias “Localizomicas”

La “localizémica” aspira a conocer la localizacidn subcelular de todas la proteinas en la
célula, y proporcionar indicios sobre las moléculas con las que interaccionan y sus posibles
funciones bioldgicas. Es un campo que requiere una gran cantidad de trabajo, ya que cada
proteina debe ser etiquetada, visualizada por microscopia y asignada, normalmente de forma
manual, a una localizacion subcelular u organulo. La levadura también ha sido el primer
eucariota en el que se realizaron este tipo de andlisis a gran escala. Kumar et al. realizaron una
primera aproximacién parcial empleando como etiquetas los epitopos 3HA y V5 (Kumar et al.,
2002) . Hoy dia, ya se dispone de un andlisis completo de la localizacién de las proteinas de la
levadura utilizando como etiqueta la proteina verde GFP (Huh et al., 2003). Los datos derivados
de ambos ensayos se pueden consultar en las respectivas bases de datos: http://
ygac.med.vale.edu./triples/triples.htm y http://veastgfp.ucsf.edu/.

2.1- Interacciones Proteina-DNA

Comprende las interacciones fundamentalmente entre factores de transcripcidn y sus
promotores diana. El conocimiento de la estructura de las interconexiones es importante para
comprender cdmo las células responden transcripcionalmente durante el desarrollo y en
respuesta a sefiales intracelulares, extracelulares e intercelulares. La técnica de
inmunoprecipitacion de la cromatina (Ch/P) combinada con su posterior andlisis mediante
“microarrays” que cubren todo el genoma, incluyendo las regiones no codificantes (“tiling
microarrays”) (Mockler et al., 2005), conocida como ChIP-chip (Buck and Lieb, 2004), se ha
convertido en la herramienta principal para identificar a gran escala los lugares de unidn de
factores de transcripcion a sus secuencias diana. La aplicacidn sistematica de este método
tiene el potencial de identificar los complejos circuitos de regulacién transcripcional que
existen en la célula (Harbison et al., 2004; Lee et al., 2002); aunque también ha sido aplicada al
estudio de otras interacciones proteina-DNA como son las modificaciones de la cromatina
(acetilacién de histonas y patrén de metilacién) (Pokholok et al., 2005; Robyr et al., 2002), los
niveles de ocupacién de los nucleosomas (Bernstein et al., 2004), o la identificacién de los
origenes de replicacién (Wyrick et al., 2001). Muy recientemente ha surgido una nueva técnica
basada en la inmunoprecipitacion de DNA gendmico, denominada DIP-chip (“DNA
ImmunoPrecipitation”), que presenta algunas ventajas con respecto al cldsico ChlIP-chip (Liu et
al., 2005).
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2.2- Interacciones Proteina-Proteina

Las interacciones proteicas, bien implicadas en cascadas de sefalizacion, en complejos
enzimaticos o en otros procesos celulares, dirigen muchos de los procesos que ocurren en la
célula y reflejan la estructura y funcién de los circuitos celulares. En los ultimos afios se ha
generado una gran cantidad de informacidon sobre las interacciones entre proteinas que
proceden de la aplicacién de ensayos de dos hibridos (Ito et al., 2001; Uetz et al., 2000), y co-
purificacion por afinidad acoplada a MS (Gavin et al.,, 2002; Ho et al.,, 2002); asi como
aproximaciones computacionales disefiadas para predecir las interacciones proteina-proteina
basandose en interacciones conocidas (Ng et al., 2003), estudios filogenéticos (Ramani and
Marcotte, 2003), o en el analisis de la estructura tridimensional (Aloy et al., 2004). El conjunto
de datos asi generado estan siendo empleados para deducir la funcién de proteinas (Vazquez
et al., 2003), inferir nuevas interacciones proteina-proteina (Sharan et al., 2005a), revelar la
existencia de ortélogos entre especies (Bandyopadhyay et al., 2006), e incluso para identificar
moléculas que bloquean determinadas interacciones proteicas (Huang and Schreiber, 1997;
Vidal et al., 1996).

Los mayores problemas de esta clase de ensayos es su escasa sensibilidad, ¢ existencia
de muchos falsos negativos (interacciones que no son detectadas pero que ocurren en la
célula), y su poca precision, o existencia de muchos falsos positivos (interacciones detectadas
experimentalmente pero que no ocurren en la célula) (Bader and Hogue, 2002; von Mering et
al., 2002). Actualmente, se estan tratando de solventar estos inconvenientes contrastando los
resultados de diferentes ensayos, en el caso de los falsos positivos, y combinando diferentes
estrategias y tecnologias para cubrir el mapa completo de interacciones proteicas y reducir asi
los falsos negativos. Un ejemplo de estas mejoras son los nuevos ensayos publicados por dos
grupos independientes a principios de 2006, los cuales son mas fiables y presentan mayor
cobertura, a la vez que definen nuevos complejos proteicos y profundizan en el conocimiento
de la organizacién modular de la maquinaria celular de S. cerevisiae (Gavin et al., 2006; Krogan
et al., 2006). Los resultados de estos ensayos han sido analizados conjuntamente, con objeto
de obtener un mapa de interacciones proteicas exhaustivo y fiable (Collins et al., 2007a;
Nagalakshmi et al., 2008).

La reciente aparicidon de una nueva tecnologia basada en la construccién de un chip de
proteinas, que contiene el proteoma completo de la levadura (Zhu et al., 2001), ha supuesto
un gran avance en el campo de la protedmica en general. Sus aplicaciones son muy versatiles:
se emplearon por primera vez para estudiar interacciones proteina-proteina y fosfolipido-
proteina (Zhu et al., 2001); aunque recientemente también se han utilizado para estudiar
modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion (fosfoproteoma) (Ptacek et al., 2005);
para identificar interacciones droga-proteina y estudiar asi su mecanismo de acciéon (Huang et
al., 2004); para identificar interacciones DNA-proteina (Hall et al., 2004) o para investigar la
especificidad de anticuerpos (Michaud et al.,, 2003). Esta tecnologia, aunque no exenta de
limitaciones que estan siendo superadas con nuevas estrategias (Ouyang et al., 2003;
Ramachandran et al., 2004), abre la posibilidad de realizar estudios protedmicos a gran escala
con multitud de aplicaciones.
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El término fenémica hace referencia al escrutinio a gran escala del estado celular, la
apariencia celular, las caracteristicas celulares observables o la viabilidad, en respuesta a
perturbaciones ambientales y/o genéticas. La fendmica relaciona directamente fenotipo y
genotipo, como ocurre en el proyecto HapMap que ha sido mencionado anteriormente en el
apartado de Estrategias Genomicas.

Este tipo de estudios se suele realizar en organismos cuyo genoma ha sido secuenciado y
gue pueden ser genéticamente modificados, ya sea a nivel gendmico (“knock-out”),
silenciamiento de genes (pérdida de funcién), a nivel de adicién o sobreexpresién de genes
(ganancia de funcidn); o en los que se pueden analizar las variaciones genéticas de las
poblaciones naturales. El campo de la fendmica es un campo joven y en rapido crecimiento que
aun presenta ciertas limitaciones en la valoracion, reproducible y a gran escala, de fenotipos
complejos como la tasa de crecimiento, tasa de absorcién o respiracion, u otros.

La levadura es un modelo ideal para estudiar el comportamiento fenotipico celular para
un genotipo definido. Esto se debe en parte a las caracteristicas resefadas en el primer
apartado de la introduccién y en parte a las estrategias que se han ido desarrollando conforme
se avanzaba en su conocimiento.

A continuacién, describiremos de forma cronoldgica cémo se generaron diferentes
colecciones de mutantes a raiz de la secuenciacién del genoma de la levadura, y las multiples
estrategias y aplicaciones que de ellas han surgido.

3.1- Colecciones de Mutantes Desarrolladas en la Levadura y su Aplicacién a
Estudios Fenémicos

3.1.1- Colecciones de Mutantes por Transposicién

A mediados de los 90 surgieron una serie de estrategias para el analisis fenotipico a gran
escala de poblaciones mutagenizadas, éstas se fundamentan en la creacion de mutantes del
tipo huella genética (“genetic footprinting”) o en la generacidon de mutaciones al azar; ambos
métodos estan basados en el uso de elementos transponibles.

Una de las primeras estrategias desarrolladas, denominada “genetic footprinting”, se
basa en la mutagénesis de poblaciones de células mediante transposiciéon inducida de una
copia modificada del transposén Ty y una posterior seleccion de los mutantes en las
condiciones que se desean ensayar. A continuacién, mediante PCR sobre DNA gendmico, se
examina la presencia y abundancia relativa de células que contienen el gen de interés mutado
en la muestra sometida a seleccién, en comparacién con la muestra control sin tratar. De esta
forma, si el gen es necesario para el crecimiento celular en unas determinadas condiciones
selectivas, se reflejara en la pérdida o disminucién de los productos de PCR correspondientes al
gen mutado, detectando no sdlo graves defectos de crecimiento sino disminuciones
moderadas del mismo (Smith et al., 1995).

Otra estrategia de disrupcion génica en masa se basa en el empleo de minitransposones
(mTn) etiquetados e integrados al azar en el genoma (Ross-Macdonald et al., 1997). El proyecto
TRIPLES (“Transposon Insertion Phenotypes, Localization and Expression in Saccharomyces”)
consistio en el empleo de mTh con un médulo loxp-LacZ-URA3-3HA-loxp para generar una
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coleccion a gran escala de mutantes en los que estudiar el fenotipo de la disrupcién, la
expresién génica y la localizacion proteica en una gran variedad de condiciones (Ross-
Macdonald et al., 1999; Kumar et al., 2000).

Otras aproximaciones también basadas en la mutagénesis por insercién han sido
desarrolladas en la levadura recientemente, una de ellas se basa en la inserciéon de T-DNA de
Agrobacterium tumefaciens (Bundock et al., 2002), mientras que la otra se basa en la insercion
no homoéloga (NHI) de un médulo de DNA mediante transformacion mediada por radiacién
gamma (Kiechle et al., 2002).

Todos estos abordajes presentan ciertas limitaciones, debidas por un lado a la
laboriosidad de los analisis y por otro a que no son saturantes, ya que hay zonas del genoma
menos susceptibles a la insercion del mTn mientras que otras son “puntos calientes” de
insercion. Ademas el sitio de integracion y el grado de funcionalidad de la proteina mutada
tiene que ser determinado para cada mutante de interés. Estas limitaciones fueron resueltas
gracias al desarrollo de una estrategia de delecion sistematica del genoma de la levadura, que
supuso un hito en la gendmica funcional.

3.1.2- Colecciones de Mutantes de Delecion

La disrupcidon génica es una aproximacion muy eficaz para determinar la funcion
biolégica de un ORF no caracterizado. En S. cerevisiae, gracias a su elevada capacidad
recombinogénica, es posible construir una disrupcidn génica precisa, desde el coddn de inicio
al codén de parada, y tratar de inferir la funcién génica a través de la respuesta de la cepa
mutada frente a una variedad de condiciones selectivas (nutrientes, estrés, drogas, etc). Asi, a
finales de los 90 un consorcio internacional de laboratorios europeos, entre los que se
encontraba nuestro grupo, y norteamericanos unidos en el proyecto comun de Delecién del
Genoma de Saccharomyces (SGDP, de “Saccharomyces Genome Deletion Project’) http://
www-sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project/deletions3.html) abordd la
delecion sistematica de los aproximadamente 6000 ORFs de la levadura que estaban anotados
(Winzeler et al., 1999). La estrategia empleada implicaba el reemplazamiento mediante
recombinacion homoéloga de cada ORF por un mddulo de delecidon generado por PCR. Este
modulo consistia en el marcador kanMX4, que determina resistencia a geneticina (G418),
flanqueado por secuencias cortas (45 bp) idénticas a los extremos de la secuencia gendmica
diana (Fig. 4). De esta forma se construyeron y verificaron mas de 20000 cepas “knock-out”
isogénicas correspondientes a cuatro colecciones: (i) ~ 6000 cepas diploides heterocigotas (ii) ~
4800 cepas diploides homocigotas, (iii) ~ 4800 cepas haploides MATa y (iv) ~ 4800 cepas
haploides MATa. En el transcurso del proyecto se identificaron ~ 1150 genes esenciales, por lo
gue las colecciones de mutantes haploides y de homocigotos contienen Unicamente las cepas
deletantes en genes no esenciales. Estas colecciones estan disponibles en diversas
organizaciones o compafias comerciales (ATCC , EUROSCARF (http://web.uni-frankfurt.de/
fbl5/mikro/euroscarf/complete.html), Invitrogen (http://clones.invitrogen.com//
cloneinfo.php?clone=yeast) y Open Biosystems (http://www.openbiosystems.com/
GeneExpression/Yeast/YKO/).
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Figura 4. Construccion de la coleccion de mutantes de delecidn de S. cerevisiae. (a) Cada cepa deletante fue creada
mediante integracion por recombinacidn homdloga de un moédulo de disrupcién en el locus génico diana. El
mddulo, generado por dos reacciones de PCR consecutivas, consta del marcador kanMX4, de resistencia a G418,
flanqueado por dos secuencias de 45 pb. idénticas a los extremos 5" y 3” de la secuencia gendmica diana.
Adicionalmente, a cada lado del mdédulo de resistencia se incorporaron etiquetas moleculares de 20 nucledtidos,
Unicas y especificas para cada cepa de delecién (“uptag” y “downtag”). Estas etiquetas, también llamadas “cédigos
de barras moleculares”, estan a su vez flanqueadas por oligonucledtidos universales (U1/U2 y D1/D2) comunes a
todas las cepas de delecion.

Las colecciones de mutantes de delecién asi generadas presentaban, ademas, un
componente innovador ideado por el grupo de Ron Davis que consiste en la incorporacion
sistematica de etiquetas moleculares Unicas y especificas para cada mutante (Shoemaker et
al.,, 1996). Cada mutante contiene a cada lado del médulo kanMX4 una secuencia de 20
nucledtidos Unica y exclusiva de cada locus génico. Estas dos secuencias especificas
denominadas individualmente “uptag” y “downtag” y conocidas como etiquetas moleculares o
“tags”, actlan a modo de cddigo de barras identificador de la delecién que porta cada cepa.
Ademads, cada etiqueta molecular esta flanqueada, a su vez, por dos secuencias de 18 pares de
bases comunes a todas las cepas (oligonucledtidos universales), de manera que permiten en
una unica reacciéon de PCR amplificar todas las etiquetas presentes en una determinada
muestra (Fig. 4). La principal ventaja que proporcionan estos cddigos de barras, es que
permiten realizar andlisis fenotipicos cuantitativos de todas las cepas de delecidn de manera
simultanea y en paralelo. En cada experimento, un cultivo que contiene todas y cada una de
las cepas deletantes en la misma proporcion (“pool” de cepas), se incuba en las condiciones de
tratamiento deseadas y en el control sin tratamiento. Después, a partir de DNA gendmico
aislado de las muestras tratamiento o control, se amplifican y se marcan fluorescentemente las
etiquetas moleculares de todas cepas presentes en la muestra mediante una PCR en la que se
utilizan los oligonucledtidos universales. Por ultimo, la abundancia relativa de cada cepa de
delecion en la poblacidon de cepas de la muestra, es determinada cuantitativamente mediante
la hibridacion de las etiquetas amplificadas a un “microarray” de DNA de alta densidad, que
contiene oligonucledtidos complementarios a las secuencias de todas las etiquetas
moleculares (“TAG microarray”). Estos ensayos de crecimiento competitivo en paralelo y a gran
escala, permiten identificar cuantitativamente qué genes son necesarios para el crecimiento en
las condiciones de seleccién impuestas (tratamiento) en comparacion con la muestra control
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Figura 5. El etiquetado molecular permite realizar escrutinios fenotipicos cuantitativos en paralelo. Un cultivo con
todas las cepas en la misma proporcion (“pool” de cepas), se incuba en las condiciones de interés y en condiciones
control durante un determinado numero de generaciones. Tras purificar el DNA gendmico, las etiquetas
moleculares son amplificadas por PCR, empleando para ello los oligonucledétidos universales marcados con biotina
o con cianina (Cy3 y Cy5). La posterior hibridacion a “microarrays” que contienen oligonucledtidos
complementarios a las secuencias de todas las etiquetas moleculares (“TAG microarray”), permitira determinar la
abundancia relativa de cada cepa deletante en la poblacion total. La comparacién de las intensidades de
fluorescencia entre las condiciones estudiadas permite determinar la ausencia, presencia, menor o mayor
representacion de un determinado deletante en la poblacidon tras someterlo al tratamiento de interés (en el
ejemplo, el mutante violdceo estaria enriquecido tras el tratamiento, mientras que el mutante naranja estaria en
menor proporcién). Abreviaciones: Cy3 y Cy5, fluoréforos de cianina 3 y cianina 5.

IM

sin tratar, ya que la intensidad de la sefal de fluorescencia que se detecta en e
proporcional a la abundancia de cada cepa en el cultivo (Fig. 5).

microarray” es

Como acabamos de comentar, uno de los obstaculos que presentan las colecciones de
deletantes es la dificultad para estudiar la funcidn de los genes esenciales. Aunque, como se
detallarda mas adelante las colecciones de diploides heterocigotos han resultado Utiles para
estudios de haploinsuficiencia a ciertos compuestos citotdxicos (Giaever et al., 2002; Giaever et
al., 1999; Lum et al., 2004), la mayoria de los heterocigotos de genes esenciales no presentan
defectos en el crecimiento en condiciones normales. El analisis de los genes esenciales ha
recaido tradicionalmente en el uso de mutantes condicionales, normalmente termosensibles.

|ll

Recientemente, con objeto de realizar el “apagado” de estos genes esenciales a gran escala se

14



Introduccion

han desarrollado varias estrategias como: i) la protedlisis condicional de proteinas esenciales
mediante su fusion a un médulo de degradacion inducible por calor (“heat-inducible-degron
collections”) (Kanemaki et al., 2003); ii) la utilizacién de promotores reprimibles (“tet promoter
collections”) (Mnaimneh et al., 2004); iii) la denominada DAmP (“Decreased Abundance by
MRNA Perturbation”) que se fundamenta en la desestabilizacion del correspondiente
mensajero mediante la disrupcion de la regién 3° UTR con un marcador de seleccién
dominante (Breslow et al., 2008; Schuldiner et al., 2005; Yan et al., 2008); iv) y, por ultimo, la
generacion de mutantes termosensibles a gran escala que, a pesar de ser mas tediosa de
realizar, presenta la ventaja de conservar el promotor y terminador nativos (Ben-Aroya et al.,
2008).

Ultimamente, con objeto de abaratar costes y ahorrar tiempo y reactivos, se tiende a
concentrar la colecciéon de mutantes individuales, que normalmente se mantienen en placas de
96 micropocillos, en placas de 384, 6, incluso, de 1536 micropocillos. Varios autores han
desarrollado la tecnologia necesaria para la miniaturizacidn de las colecciones basandose en la
creacién de micropocillos en fibra éptica (Biran and Walt, 2002), en membranas de éster de
celulosa (Xu, 2002) o en portas cubiertos de poli-L-lisina (Narayanaswamy et al., 2006), y en el
uso de robots capaces de depositar nanolitros de medio. Como ultimo avance en el proceso de
miniaturizacién, Xie et al. han logrado concentrar la coleccién completa de deletantes
individuales hasta una densidad de 9600 cepas por placa. En este caso, las placas utilizadas por
estos autores contenian medio YPD sdélido y han validado esta tecnologia identificando
mutantes sensibles y resistentes a rapamicina (Xie et al., 2005). Como se acaba de exponer, las
ventajas obvias derivadas de la miniaturizacién de las colecciones son la minimizacién de los

Cuadro 2. Ventajas e inconvenientes de las estrategias de delecion

Las ventajas que ofrecen las estrategias de delecidn sistematica son:

1) Permiten analizar se forma sistematica el fenotipo de delecion de TODAS las ORFs anotadas, de
forma rapida y exhaustiva.

2) Ladelecion de cada ORF es COMPLETA, de forma que se evitan las posibles funciones alteradas
o residuales asociadas a productos truncados.

3) Laidentificacion de la mutacion asociada al fenotipo de interés, es DIRECTA, sin necesidad de
posteriores clonaciones ni secuenciaciones. Su verificacion es rapida gracias a las etiquetas
moleculares Unicas que la identifican.

4) La verificacion del fenotipo observado es ficilmente comprobable mediante el andlisis de
tétradas, observando la segregacion del mismo con el marcador de resistencia.

5) Permiten realizar analisis CUANTITATIVOS, ya que es posible detectar fenotipos intermedios
que pasarian desapercibidos en otro tipo de estudios.

No obstante, estas estrategias presentan también algunas limitaciones a tener en cuenta:

1) Unicamente los ORFs anotados estan delecionados, por lo que la coleccién estd incompleta.
2) Los fenotipos de ORFs solapantes no se pueden diferenciar facilmente.

3) El proceso de transformacion es mutagénico y recombinogénico, de forma que puede
introducir mutaciones secundarias, las cuales son dificiles de identificar.

4) Algunas cepas deletantes pueden ser aneuploides (Hughes et al., 2000b).
5) Los genes esenciales son inviables en las colecciones homocigotas.
6) La delecion de genes funcionalmente redundantes puede no mostrar un fenotipo detectable.

7) Elfenotipo de delecidn observado puede variar al cambiar de fondo genético.
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materiales y del esfuerzo necesario para llevar a cabo escrutinios de alto rendimiento (HTS, de
“High-throughput Screening”). No obstante, la ventaja principal que presentan este tipo de
desarrollos es que permiten realizar escrutinios con compuestos de los que se disponen
cantidades muy escasas como son, por ejemplo, productos naturales de origen marino o de
plantas tropicales. Sin embargo, la miniaturizacion también tiene algunos inconvenientes que
no se pueden obviar como son una menor sensibilidad del sistema de escrutinio, ya que las
diferencias entre cepas son menos apreciables, y que la tecnologia requerida no es asequible
para muchos grupos de investigacion.

A continuacién, se describirdn brevemente algunas de las numerosas contribuciones
cientificas que han empleado las colecciones de deletantes de la levadura como herramienta
en su trabajo, asi como algunas de sus aplicaciones. Para que sirva de referencia, la Tabla 2a-c
trata de recoger de forma ordenada por tipo de escrutinio, las contribuciones mas
significativas. Como el objeto de este trabajo es el analisis quimico-gendmico usando la
coleccién de deletantes de la levadura, las contribuciones y aplicaciones producidas en este
campo en particular se comentardan mas adelante (ver la Tabla 3).

Las colecciones de deletantes han sido usadas en numerosos escrutinios exhaustivos en
los que las levaduras han sido sometidas a una gran variedad de condiciones fisioldgicas y
agentes estresantes, drogas, virus e incluso a la expresién de proteinas enddgenas y exdgenas
(una amplia revision puede ser consultada en (Scherens and Goffeau, 2004)). Otros escrutinios
mas sofisticados comprenden el analisis de colonias individuales y la deteccién de los mutantes
implicados por métodos especificos (Bonangelino et al., 2002; Kushner et al., 2003), como
ocurre con la tincién con vapores de yodo para la deteccion de mutantes que acumulan
glicdgeno (Wilson et al., 2002). Ademas, ultimamente se han llevado a cabo andlisis
morfolégicos de todos los deletantes en los que se han determinado su tamafio y forma celular
(Giaever et al., 2002; Jorgensen et al., 2002; Zhang et al., 2002) patrén de gemacion (Ni and
Snyder, 2001) y otras caracteristicas morfoldgicas (Ohya et al., 2005).

Las aplicaciones surgidas de todos estos estudios son muy amplias y variadas, e
incluyen: a) la identificacion de genes funcionalmente relevantes para un determinado
proceso fisiolégico o ruta molecular; b) la identificacion de las dianas de nuevas moléculas; c)
la determinacion de los mecanismos de sensibilidad/resistencia a drogas; y d) la
caracterizacion funcional de ORFs de funcién desconocida.

En resumen, las colecciones de cepas deletantes han impulsado de forma determinante
a la levadura como modelo para realizar todo tipo de escrutinios y han contribuido
significativamente al avance en el conocimiento de numerosos procesos biolégicos.

Las colecciones de mutantes de delecidon también han permitido el desarrollo de nuevos
abordajes genéticos para la deteccidn a escala gendmica de genes supresores o potenciadores
de fenotipos mutantes. A continuacién, y bajo el epigrafe Interacciones Genéticas, se
describirdn los mds representativos, asi como sus variaciones y aplicaciones.
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3.2- Interacciones Genéticas

3.2.1- Sintéticos Letales

Un nuevo tipo de escrutinios globales se basa en el fenédmeno conocido como letalidad
sintética, que es conceptualmente opuesto al fendmeno de supresidon (Guarente, 1993). La
letalidad sintética (SL, de “synthetic lethality”) se aplica a cualquier combinacién de mutaciones
gue por separado son viables pero que combinadas en la misma célula generan un mutante
inviable. De forma similar, el término “synthetic sick” (SS) (sintéticos deletéreos) hace
referencia al fendmeno por el que la combinacidon de mutaciones no letales dan lugar a un
fenotipo crecimiento lento mucho mas severo que el que corresponderia a la adicion de los
fenotipos de cada una de las mutaciones por separado. En el primer caso, su interpretacion
biolégica refleja una interaccion génica esencial para la viabilidad celular; mientras que el
segundo corresponderia a una interaccién importante para la célula, pero no esencial.

Cuando la letalidad sintética es aplicada a las interacciones entre alelos mutantes nulos,
puede desvelar la existencia de genes con actividades redundantes que actuan en paralelo en
la misma ruta bioldgica, la existencia de dos genes que pertenecen a rutas diferentes pero
funcionalmente redundantes, o la existencia de dos genes que codifican componentes de un
mismo complejo proteico y entre los que existen relaciones o mecanismos compensatorios
(“buffer”). Estos fendmenos son el resultado de la robustez de los circuitos biolégicos, que
permiten a la célula responder a las diferentes situaciones de estrés ambiental 6 genético a las
que se enfrentan las poblaciones naturales (Hartman et al., 2001; Tucker and Fields, 2003).

Cuando el andlisis de letalidad sintética es aplicado a la interaccidon entre alelos
mutantes condicionales en los que la pérdida de funcidon no es total (p. ej. mutantes
termosensibles, de expresion inducible, etc), la interpretacion bioldgica de las interacciones
genéticas es mas compleja. En este caso, el fenotipo de letalidad puede ser debido a
interacciones entre genes con un orden de accion lineal en la misma ruta bioldgica; sirviendo
como ejemplo el de mutaciones que reducen el flujo parcialmente de forma que la reduccién
combinada de dos mutaciones genera letalidad.

Los analisis de letalidad sintética son muy utiles para identificar la funcién de los genes y
las rutas bioldgicas o los complejos proteicos en los que participan. Por ejemplo, Tong et al.
desarrollaron un método para la construccién sistematica de dobles mutantes, llamado SGA
(de “Synthetic Genetic Array”) (Tong et al., 2001), en el que se parte de la colecciéon de
mutantes de delecién de la levadura. El método consiste en cruzar cepas haploides MATa con
la mutacidén no letal “de interés”, con cada una de las cepas de la coleccidn de cepas deletantes
MATa; tras la seleccién de los diploides diheterocigotos resultantes se induce su esporulacidn y,
por ultimo, se seleccionan los dobles mutantes haploides y se analiza su capacidad de
crecimiento ¢ el fenotipo de la interaccidn génica en estudio (Fig. 6).

En el afio 2004 fue publicado el primer escrutinio SGA masivo (Tong et al., 2004). En este
trabajo se emplearon 132 mutantes de interés implicados en procesos como la biosintesis de la
pared celular, la organizaciéon del citoesqueleto, la segregacién de cromosomas dependiente de
microtubulos y la sintesis y reparacion de DNA. Como resultado, se identificaron una media de
34 interacciones para cada mutante y un total de 4000 interacciones que implicaban unos 1000
genes. La red de interacciones génicas generada muestra que: los genes pertenecientes a la
misma ruta o complejo suelen presentar perfiles de letalidad sintética parecidos y, ademas, sus
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Placas con la coleccion
Cepa con la mutacion de intereés de mutantes de delecion

X

Conjugacion

MATo. tgfA::natMX4
canlA::pMFAI-HIS3
NatR, His-, CanR

MATa orfA::kanMX4
G418R, His-, CanS

YPD+G418+clonNAT
Seleccion de diploides heterocigotos
MATa/a G418R, NatR His-, Cans
Esporulacion
SC-His-Arg-+G418+Canavanina+clonNAT

Seleccion de dobles mutantes haploides
MATa G418R, NatR Hist, CanR

Analisis de las
interacciones

Figura adaptada de (Tucker and Fields, 2003)

Figura 6. Analisis de interacciones genéticas: letalidad sintética. Construccion sistematica de dobles mutantes
mediante SGA. La mutacidn de interés se introduce en la coleccion de mutantes de delecidon haploides MATa
mediante conjugacion con la cepa MATq, portadora de la mutacion de interés (tgfA::natMXx4) y del médulo SGA
(“SGA reporter”) canl1A::pMFA1-HIS3. Posteriormente, tras seleccionar los diploides heterocigotos en un medio con
nourseotricina y geneticina, se transfieren a un medio de esporulaciéon para inducir la formacién de las esporas
meidticas haploides. Estas, son transferidas a un medio sintético con canavanina y carente de histidina donde
Unicamente la progenie haploide MATa es capaz de germinar. Esto es asi ya que el mddulo canlA::pMFA1-HIS3,
consistente en el gen HIS3 bajo el control del promotor MFA1 insertado en el locus CAN1, Gnicamente es activo en
células MATa, y debido a la delecidon del locus CAN1, son resistentes a canavanina. Por ultimo, la progenie haploide
MATa portadora de la doble delecién es seleccionada en un medio con nourseotricina y geneticina, en la que se
analizan las interacciones. Abreviaciones: tfg, “tu gen favorito” mutado; G418, geneticina; clonNAT, nourseotricina;
Nat®, resistente a nourseotricina; Canf, resistente a canavanina; G418, resistente a geneticina; His’, incapaz de
crecer en medio minimo carente de histidina.

vecinos inmediatos tienden a interaccionar entre ellos. Estas caracteristicas de las redes
genéticas pueden ser aprovechadas para predecir las interacciones genéticas y la funcidn
biolégica de genes sin caracterizar.

Como alternativa al SGA, en 2003 fue desarrollada una nueva técnica denominada SLAM
(“Synthetic Lethality Analysis by Microarray”). Esta técnica consiste en integrar la mutacion de
interés en cada uno de los mutantes de la poblacién (“pool”) de deletantes haploides. Tras la
extraccidon de DNA gendmico de la poblacion de transformantes, sus etiquetas moleculares son
amplificadas y marcadas fluorescentemente mediante PCR, y analizadas por hibridacion a un
“microarray” de oligonucledtidos complementarios (Fig. 7a), de forma andloga a lo descrito
anteriormente en el apartado 3.1.2. La ausencia de hibridacién positiva de determinadas
etiquetas permite identificar aquéllos genes que muestran letalidad sintética con el gen objeto
del andlisis (Ooi et al., 2003).

23



Introduccion
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Figura 7b adaptada de (Pan et al., 2004)

Supresor de fgfA Sintético letal con tgfa

Figura 7. Analisis de interacciones genéticas: SLAM y dSLAM. (a) SLAM (“Synthetic Lethality Analysis by
Microarray”). Analisis en paralelo de las interacciones genéticas entre la coleccidn de mutantes de delecién y tgf.
El “pool” de deletantes haploides MATa se transforma en paralelo con un fragmento gendmico de 13-kb. del locus
URA3 y un médulo de disrupcién de TGF con el marcador URA3. Tras seleccionar los transformantes en placas SC-
ura, se extrae el DNA gendmico y se amplifican por PCR las etiquetas moleculares, marcando las correspondientes
al DNA gendmico control con Cy5 (rojo) y las del DNA gendmico problema con Cy3 (verde). Estas sondas
fluorescentes se co-hibridan a un “array” de oligonucledtidos complementarios y se analiza la abundancia relativa
de cada cepa en la poblacion control y problema, revelando las interacciones entre cada uno de los mutantes de
delecién con tgf. Un ratio elevado Cy5/Cy3 (C/P) indica que tgfA::URA3 es sintético letal con el correspondiente
deletante haploide (mutante naranja en la figura), mientras que lo opuesto indica un fenémeno de supresion
(mutante violdceo en el ejemplo). (b) dSLAM (“Diploid-based Synthetic Lethality Analysis by Microarray”). Esta
estrategia se basa en la utilizacion de la coleccion de deletantes diploides heterocigotos para, mediante una
transformacion en masse con una construccion derivada del médulo SGA, obtener una poblacién de deletantes
heterocigotos “convertible” en haploides. Este “pool” de mutantes puede ser alicuoteado y almacenado a -80°C
para futuro uso. En un tipico experimento para estudiar las interacciones genéticas con tgf, se introduce en el
“pool” de mutantes, mediante transformacion integrativa, la construccion tgfA::URA3 (o natMX4) con flancos
largos (~ 1,5 kb.). Esta construccidn es previamente obtenida mediante amplificacién por PCR del DNA gendmico
del mutante haploide tgfA::URA3 (o natMX4), que resulta del reemplazamiento del marcador de seleccion kanMX4
por el marcador URA3 (o natMX4) en el mutante tgfA::kanMX4, valiéndose para ello de las secuencias promotoras
y terminadoras comunes (pTEF/tTEF) que comparten los marcadores. El “pool” de mutantes heterocigotos
generado, se transfiere a un medio de esporulacidn con objeto de inducir la formaciéon de los productos meidticos
haploides. Posteriormente, las esporas se seleccionan de forma paralela en MM-Ura para obtener la poblacién de
mutantes haploides MATa dobles (Problema), y en MM o MM+FOA para obtener la poblacién control de mutantes
sencillos y dobles (en MM) o Unicamente de mutantes sencillos (en MM+FOA). A continuacion, y tras purificar el
DNA gendmico de cada poblacidn, se siguen los pasos ya descritos en la estrategia SLAM. Estas estrategias son muy
versatiles y pueden ser facilmente modificadas para estudiar otros tipos de interacciones genéticas, como se indica
en el texto. Abreviaciones: tfg, “tu gen favorito” mutado; Nat®, resistente a nourseotricina; Canf, resistente a
canavanina; G418R, resistente a geneticina; His’, incapaz de crecer en medio minimo carente de histidina; Leu,
incapaz de crecer en medio minimo carente de leucina; SC, medio sintético completo; MM, “medio magico”: SC-
Leu-His-Arg+Canavanina+G418; FOA, 5-acido fluoro ordtico; Cy3 y Cy5, fluoréforos de cianina 3 y cianina 5.
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Mas recientemente se ha desarrollado una nueva estrategia denominada dSLAM
(“Diploid-based Synthetic Lethality Analysis by Microarray”) que es el resultado de la
combinacion de los anadlisis SGA con el potencial de las etiquetas moleculares que identifican
cada deletante y los “microarrays” de oligonucleétidos de DNA complementarios. En este
método se emplea un “pool” de cepas mutantes diploides heterocigotas que contienen un
marcador especial, variante del “SGA reporter”’, que permite, tras seguir un proceso de
seleccidn similar al que tiene lugar en SGA, “convertirlas” en deletantes haploides (Pan et al.,
2007; Pan et al., 2004) (Fig. 7b). Segun sus autores, este método es mas robusto y produce un
menor numero de falsos negativos, potencialmente menos falsos positivos, y mayor
reproducibilidad que las estrategias SGA y SLAM. Esto es asi debido fundamentalmente, al
menor error experimental al realizar un Unico proceso de transformacién en masa, y a una
mayor calidad genética de las cepas diploides heterocigotas, puesto que son sometidas a una
menor presion selectiva. El potencial de esta técnica es enorme, ya que hasta el momento se
ha aplicado al estudio de interacciones genéticas, interacciones quimico-genéticas, supresién
de defectos en el crecimiento por una segunda mutacion, interacciones genéticas con un alelo
condicional de un gen esencial, interacciéon sintética dependiente de dosis, supresion
dependiente de dosis y haploinsuficiencia sintética (interaccién genética poco comun en la que
dos mutaciones que en heterocigosis carecen de fenotipo, dan lugar a fenotipo cuando se
combinan en la misma célula) (Pan et al., 2006; Pan et al., 2004). No obstante, todas estas
estrategias basadas en “microarrays” presentan algunas debilidades técnicas asociadas al
proceso de hibridacion, debidas a mutaciones en las etiquetas moleculares o a la adquisicion
de estructuras secundarias en dichas etiquetas que dificultan su hibridacién.

Una extensa revision sobre letalidad sintética y las técnicas comentadas se puede consultar en
(Ooi et al., 2006).

Los estudios realizados aplicando estas estrategias han mostrado que las interacciones
de letalidad sintética entre genes no esenciales son a menudo dificiles de interpretar, ya que
tienen lugar con mas frecuencia entre genes que participan en distintos procesos,
generalmente paralelos (Kelley and Ideker, 2005). La letalidad sintética representa de hecho un
caso concreto del fendmeno de epistasia, por el cual el fenotipo asociado a un gen, se ve
alterado por la presencia o ausencia de otro/s gen/es no alélicos. Este fendmeno, incluye:

a) Interacciones negativas (sinérgicas), en las cuales el fenotipo del doble mutante es
mas grave que el de los mutantes individuales, y que en el caso extremo lleva a la
letalidad sintética. Normalmente, como ya hemos comentado, reflejan actividades en
rutas separadas pero compensatorias (Hartman et al., 2001; Kelley and Ideker, 2005;
Zeyl, 2007).

b) Interacciones positivas (antagonistas), en las cuales el fenotipo del doble mutante es
menos grave que el fenotipo del mutante individual menos viable. Ocurren,
normalmente entre productos génicos que operan en conjunto o forman parte de la
misma ruta lineal (Ye et al., 2005; Zeyl, 2007).

Con objeto de estudiar cuantitativamente y de forma exhaustiva ambos tipos de
interacciones genéticas, han surgido muy recientemente nuevas estrategias, también basadas
en modificaciones del SGA y denominadas por algunos autores E-MAPs (de “Epistatic
Miniarray Profiles”) (Schuldiner et al., 2005), que se fundamentan en la seleccion de grupos de
mutantes funcionalmente relacionados, entre los que la densidad de interacciones genéticas es
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mayor (Drees et al., 2005; Schuldiner et al., 2005; St Onge et al., 2007). Este tipo de analisis ha
sido empleado para estudiar en profundidad las interacciones entre mutantes implicados en la
ruta de secrecién temprana (Schuldiner et al., 2005), en la biologia del cromosoma (Collins et
al., 2007b), en subunidades del proteasoma (Laribee et al., 2007) y entre mutantes implicados
en el crecimiento filamentoso invasivo (Drees et al., 2005), o mas recientemente entre
mutantes sensibles a metil metanosulfonato (MMS) (St Onge et al., 2007). Un compendio de
los escrutinios basados en letalidad sintética y epistasia, se puede consultar en la Tabla 2b.
Asimismo, una excelente revisiéon de Charlie Boone et al. (Boone et al., 2007) repasa aspectos
relacionados con este tema, asi como con el siguiente apartado, correspondiente a supresién y
letalidad (sintética) dependiente de dosis génica.

3.2.2- Supresion y Letalidad Sintética Dependiente de Dosis Génica

La supresion dependiente de dosis génica es el fendmeno por el cual la sobreexpresion
de un gen compensa el fenotipo de la mutacidn en otro gen, mientras que la letalidad sintética
dependiente de dosis génica hace referencia al fenédmeno por el cual la sobreexpresiéon de un
gen potencia el fenotipo de la mutacion de otro gen.

Para estudiar estos fendmenos, se han realizado analisis que emplean algunas de las
estrategias comentadas previamente. Asi, la transformacién de todas las cepas de delecién ya
sea de forma individual o en “pool”, y la consiguiente expresién o sobreexpresion de la
proteina/s de interés ha sido empleado en numerosos estudios con diferentes objetivos (Tabla
2c).

La transformacidon de las cepas deletantes de manera individual ha sido empleada en
estudios de expresion de proteinas heterdlogas; como es el caso de la expresién de proteinas
humanas relacionadas con desdrdenes neurodegenerativos (huntingtina y a-sinucleina) y la
identificaciéon de mutantes que provocan letalidad sintética (Willingham et al., 2003). En otros
trabajos se han expresado virus de RNA e identificado mutantes supresores y potenciadores de
la replicacién de los mismos (Panavas et al., 2005; Serviene et al., 2006; Serviene et al., 2005).
Con anterioridad, ya se habian estudiado los genes que afectan a la expresion del
retrotransposon Ty (Griffith et al., 2003).

También se han realizado analisis de expresion de proteinas “reporter” con una
localizacidn especifica y marcadas con GFP u otro epitopo, con objeto de identificar aquellos
mutantes de delecidn en los que la proteina no se localiza correctamente (Murthi and Hopper,
2005; Proszynski et al., 2005).

Por otra parte, la transformacion de las cepas de delecion de forma masiva (en “pool”)
ha sido empleada en numerosos analisis, y de este modo se han logrado identificar genes cuya
delecion suprime el fenotipo de toxicidad inducido por la huntingtina (Giorgini et al., 2005).
También ha sido utilizada, en combinacion con los “microarrays de TAGs”, para identificar
genes necesarios en el sistema de reparaciéon de dafio en el DNA por unién de extremos no
homalogos (“non-homologous DNA end-joining”) (Ooi et al., 2001), genes necesarios para la
formacion de unas estructuras membranosas del reticulo endoplasmico (Wright et al., 2003), 6
genes que causan letalidad sintética en combinacidn con la sobreexpresion de proteinas del
cinetécoro (Measday et al., 2005).

Asi mismo, el fendmeno de haploinsuficiencia, normalmente explotado en la
identificaciéon de las dianas de compuestos quimicos y caracterizacién de su mecanismo de

26



Introduccion

accion (Giaever et al.,, 2002; Giaever et al.,, 1999; Lum et al.,, 2004), es otro ejemplo de
variacién, en este caso de disminucién, de la dosis génica.

Muy recientemente ha surgido una nueva estrategia, conceptualmente opuesta a las
colecciones de deletantes, para estudiar de forma exhaustiva y a gran escala los fenotipos
derivados de ganancia de funcion. Estos ensayos consisten en la sobreexpresion condicional
de todos los genes de la levadura, y han sido desarrollados por diferentes grupos empleando
diferentes estrategias (Butcher et al., 2006; Niu et al., 2008; Sopko et al., 2006).

Asi, Sopko et al. han construido una coleccion de 5280 cepas, cada de las cuales
sobreexpresa condicionalmente un Unico gen de la levadura. Con este “array de
sobreexpresiéon” se han identificado, de forma sistematica, genes cuya sobreexpresidon es
toxica para la célula. Ademads, y con objeto de estudiar la letalidad sintética dependiente de
dosis génica en una cepa mutante (pho854), se ha combinado esta estrategia con el analisis
SGA (Sopko et al., 2006).

A su vez, el grupo de Schreiber ha construido una coleccidn de ~ 3900 plasmidos capaces
de sobreexpresar de forma condicional una determinada proteina de la levadura. De manera
analoga a los “TAGS” de las cepas de delecion, cada una de las construcciones estd marcada
con una secuencia identificativa uUnica que permite determinar su abundancia relativa
mediante la hibridacion a “microarrays” de oligonucledtidos complementarios. Tras la
transformacién de una cepa de tipo silvestre con el “pool” de plasmidos obtuvieron conjuntos
de transformantes que fueron sometidos a una condicidn selectiva, en este caso tratamiento
con una droga. A continuacién, aislaron los plasmidos y amplificaron y marcaron
fluorescentemente las etiquetas moleculares para proceder a su analisis por hibridacién a
“microarrays” de secuencias complementarias. De esta forma, lograron identificar aquellas
proteinas cuya sobreexpresion afecta al crecimiento en presencia de la droga en comparacién
con el control sin tratar (Butcher et al., 2006).

En resumen, todas estas colecciones suponen una revolucidn, en cuanto a cobertura,
rapidez y coste de los ensayos, frente a los escrutinios tradicionales de identificacidon de la
mutacién responsable de la resistencia o sensibilidad de un mutante a una determinada
condicion selectiva. Tradicionalmente, se han seleccionado mutantes resistentes a un
determinado compuesto o condicién de cultivo plagueando la cepa silvestre a altas
concentraciones del compuesto y seleccionando los clones resistentes que surgian producto de
alguna mutacidn espontdnea o inducida. La transformacion de estas cepas resistentes con una
genoteca gendmica permite la identificacién del clon que devuelve la sensibilidad al
compuesto. Otra forma para identificar genes que determinan resistencia a una droga o
supervivencia en una determinada condiciédn consiste en la selecciéon de los clones de una
genoteca gendmica que son capaces de crecer en las condiciones selectivas. Estos clones
resistentes deben ser posteriormente acotados y secuenciados para identificar el gen o genes
cuya sobreexpresion es responsable de la resistencia. Estos escrutinios “tradicionales” a pesar
de que han evolucionado, por ejemplo con la construccion de un “array” de cepas
sobreexpresando una genoteca gendmica (Luesch et al., 2005), son lentos y tediosos, y
ademas, no suelen ser saturantes.
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IV. Integracion de datos “Omicos”: métodos bioinformaticos y
construccion de bases de datos

El crecimiento exponencial en el volumen de informacién continuamente generada en
los distintos estudios “6micos” comentados en el apartado anterior, estd proporcionando a los
cientificos una vision mucho mds amplia y compleja de los sistemas bioldgicos. No obstante, y
debido a la naturaleza de los datos y al gran volumen generado, éstos deben ser almacenados,
filtrados y procesados eficientemente con objeto de extraer la mayor cantidad de informacién
bioldgica relevante. En este sentido, se estdn continuamente implementando nuevos vy
avanzados métodos bioinformaticos, bases de datos y herramientas de gestién y visualizacidn
de datos, que permitan afrontar las exigencias de la era post-gendmica.

A continuacidn, se expondran los principales recursos desarrollados en cada uno de estos
campos:

1.- Bases de Datos Bioldgicas

Las bases de datos bioldgicas son colecciones o repositorios de datos ordenados que
permiten realizar busquedas de variada complejidad para extraer determinada informacién
util. Los datos deben ser almacenados de forma eficiente, ordenada, flexible, escalable, en
formato estandarizado y de acceso simple y publico, que permita su facil manejo e
interpretacién por los investigadores y su comparacion con otras bases de datos. Asi, han
surgido estandares comunitarios de presentacion (como, p. ej. informaciéon minima sobre un
experimento de “microarray”, MIAME (Brazma et al., 2001)), de anotacién y de verificacion de
datos bioldgicos (como, p. ej. estandar de datos de “microarrays” de expresién génica, MGED
(Brazma et al., 2001)). También han surgido iniciativas como Gene Ontology (GO) (Ashburner et
al., 2000), que sera descrito ampliamente mas adelante en la seccién Estrategia Experimental y
Métodos, con la intencion de representar los datos biolégicos de forma estructurada vy
empleando un lenguaje comun para todos los organismos. Otros estandares y vocabularios
estructurados desarrollados en otros campos, se pueden consultar en el Open Biomedical

Ontologies (OBO; http://obo.sourceforge.net/).

Para S. cerevisiae existen tres bases de datos generales que almacenan toda la
informacion, organizada fundamentalmente por ORFs. Dos de ellas son de acceso libre, SGD
(Saccharomyces Genome Database con base en la Universidad de Stanford) (Cherry et al.,
1998) y CYGYD (Comprehensive Yeast Genome Database con base en el MIPS) ) (Guldener et
al., 2005) y han sido empleadas de forma extensiva en este trabajo para consultar la
informacidon que en ellas estd depositada. La tercera, YPD (Yeast Proteome Database,
propiedad de Incyte) (Hodges et al., 1998) es de acceso restringido sujeto a suscripcion.

Existen, asi mismo, muchas otras bases de datos que recopilan informacién especializada
con mayor detalle. El Cuadro 3 pretende mostrar algunas de las bases de datos, recursos y
métodos disponibles para S. cerevisiae.
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Cuadro 3. Algunas bases de datos y otros recursos para S. cerevisiae

g General:

SGD: http://www.yeastgenome.org/

CYGYD: http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast/

YPD: https://www.proteome.com/proteome/
M Interacciones:

BIND: http://www.bind.ca/Action

BioGrid: http://www.thebiogrid.org/

Yeast protein complex database: http://yeast.cellzome.com/

Tap published data: http://tap.med.utoronto.ca/search_pub.php
M Rutas bioldgicas:

Yeast Biochemical Pathways: http://www.yeastgenome.org/biocyc/
lz Microarrays:

Gene Expression Omnibus: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

ArrayExpress: http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/

yMGV: http://transcriptome.ens.fr/ymgv/

Stanford Microarray database: http://genome-wwwb5.stanford.edu/

M Localizacion proteica:

Yeast GFP Fusion Loacalization database (yeastgfp): http://yeastgfp.ucsf.edu/

Yeast Protein Location Database (YPLdb): http://ypl.uni-graz.at/pages/home.html
M Fenotipo:

PROPHECY: http://prophecy.lundberg.gu.se/

Saccharomyces Cerevisiae Morphological Database (SCMD): http://scmd.gi.k.u-tokyo.ac.jp/datamine/
M Ortdlogos:

Inparanoid: http://inparanoid.cgb.ki.se/

YOGY: http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/S_pombe/YOGY/

2.- Métodos Bioinformaticos

La ingente cantidad de datos generados en los estudios “dmicos” deben de ser
procesados, normalizados y analizados estadisticamente, con objeto de eliminar e
debido a factores técnicos o de procedimiento (formato del ensayo, errores de pipeteo, errores

Ill

ruido”

en la concentracién de compuestos, errores de réplica, etc) y maximizar la sensibilidad y
precision del ensayo (Malo et al., 2006). Para ello, ademas de optimizar los factores técnicos y
de procedimiento, introduciendo en el ensayo controles internos y réplicas, se han
implementado, especialmente en el campo de los analisis transcripcionales, una serie de
métodos y herramientas destinadas a procesar, normalizar los datos y analizar su significancia
(Fang et al., 2003; Tilstone, 2003).

Paralelamente, se han desarrollado un gran nimero de métodos bioinformaticos cuyo
propdsito es extraer la maxima informacion biolégica posible de los datos. Con este fin, se han
disefiado diversos algoritmos y nuevas aproximaciones computacionales para predecir, inferir,
simular, validar y mejorar nuestra comprensién del comportamiento de los sistemas bioldgicos.
La mayoria de éstas aproximaciones se pueden dividir en tres niveles de andlisis:

a) Métodos de extraccion de informacion bioldgica basados en la comparacion de datos
entre diferentes especies. Engloba tanto métodos comparativos “clasicos” para la
identificacién de secuencias conservadas ya sean de DNA (Kellis et al., 2003) o de
proteina (Remm et al.,, 2001); como métodos mas novedosos aplicados a la
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comparacién entre especies de las interacciones proteicas (Bandyopadhyay et al.,
2006; Gavin and Superti-Furga, 2003; Kelley et al., 2004; Marcotte et al., 1999; Sharan
et al., 2005b), de las redes metabdlicas (Forst and Schulten, 2001; Yamada et al., 2006),
o de los perfiles de transcripcién (Bergmann et al., 2004; Stuart et al., 2003), o incluso
de los perfiles proteicos filogenéticos (Date and Marcotte, 2003; Pellegrini et al., 1999).

b) Nuevas estrategias para profundizar en el conocimiento de las complejas redes de
regulacién a cada uno de los niveles especificos de analisis (genoma, transcriptoma,
proteoma, metaboloma, etc) y explorar las intrincadas relaciones entre ellos. Estos
estudios se basan fundamentalmente en conectar y agrupar patrones especificos de
expresién génica (Eisen et al., 1998), de interacciones proteicas (Valencia and Pazos,
2002) o genéticas (de la Fuente et al., 2002), o de metabolitos (Steuer et al., 2003),
aplicando diferentes algoritmos y criterios (métodos supervisados o no supervisados).

c) Adicionalmente, en el novedoso campo de la biologia de sistemas, han emergido
numerosas aproximaciones holisticas disefiadas para elucidar la complejidad bioldgica,
mediante el andlisis combinado e integral de datos provenientes de diferentes
estudios “0micos” o de estudios realizados en paralelo. Asi, han aparecido estrategias
gue combinan los datos provenientes de analisis masivos (tipo “High-throughput”) en
todas sus posibilidades: metabdlicos y fenotipicos (Segre et al., 2005), transcripcionales
y protedmicos (Ge et al.,, 2001), transcripcionales y de localizacion (Drawid et al.,
2000), fenotipicos y de interacciones proteicas (Said et al., 2004), de interacciones
genéticas e interacciones proteicas (Kelley and Ideker, 2005), o de la combinacion de
datos de varias aproximaciones “émicas” (Bader et al., 2004; Castrillo et al., 2007;
Herrgard et al., 2006; Lee et al., 2004; Schlitt et al., 2003; Tanay et al., 2004; Wong et
al., 2004; Zhang et al.,, 2005; Zhong and Sternberg, 2006). Sharan e Ideker han
publicado muy recientemente una revision sobre este emergente campo de la
bioinformatica (Sharan and Ideker, 2006).

Este apartado pretende servir de orientacidon ante las diversas herramientas y programas
bioinformaticos surgidos para ayudar a analizar y procesar la informacién resultante de los
analisis masivos. Siendo conscientes de las incontables aplicaciones existentes y la
imposibilidad de abordarlas todas, haremos especial hincapié en las relacionadas con este
trabajo y omitiremos aquellas que tienen que ver con el analisis de secuencias.

Las herramientas bioinformaticas, se basan en métodos de exploracion, clasificacion,
agrupacion y visualizacion empleando modelos y algoritmos matematicos. Estas herramientas
se nutren de los datos generados en los diferentes estudios “0micos” y depositados en las
correspondientes bases de datos, aprovechando la existencia de los estdndares comunes como
se ha comentado anteriormente.

Algunas de las principales herramientas disponibles, ya sean de uso libre como
comercial, se pueden resumir en (el Cuadro 4 muestra las direcciones web de cada una de
ellas):

- Herramientas de visualizacion de redes bioldgicas: sirven para organizar y visualizar
los datos como redes bidimensionales. Para ello se pueden emplear visores graficos

30



Introduccion

generales como Pajek (Batagelj and Mrvar, 1998). No obstante, existen programas
especificos para datos bioldgicos como Osprey (Breitkreutz et al., 2003), Cytoscape
(Shannon et al., 2003), Biolayout (Enright and Ouzounis, 2001), SHARP, PIMrider, o
BioPIXIE (Myers et al., 2005). Estos programas permiten vincular los datos de interés
con las interacciones moleculares descritas para ellos en algunas de las bases de datos
bioldgicos que se han comentado anteriormente, de forma que es posible descubrir
rapidamente las relaciones entre los datos y hacer predicciones bioldgicas relevantes.

Herramientas de anadlisis de datos de “microarrays”: existe una infinidad de
herramientas integradas para analizar, normalizar, filtrar, agrupar y clasificar los datos
derivados de los perfiles de expresion génica. Algunos de ellos son de acceso libre
como Cluster y TreeView (Eisen et al., 1998), Expression Profiler (Kapushesky et al.,
2004), TM4 (Saeed et al., 2003), GEPAS (Herrero et al., 2003), dChip (Li and Wong,
2001) y EXPANDER (Shamir et al., 2005); mientras que otros son comerciales como
GeneSpring o GCOS. Para usuarios avanzados, existe un proyecto denominado
Bioconductor (Gentleman et al., 2004), de desarrollo de software de cddigo abierto,
basado en el lenguaje de programaciéon R, que consta de numerosos paquetes o
maodulos para el andlisis de datos “émicos” a todos los niveles.

Herramientas para el analisis funcional de los datos: sirven para analizar
funcionalmente grupos de datos derivados de los estudios masivos; permitiendo
extraer informacién bioldgica significativa de los datos. Se basan en extraer y mostrar
las caracteristicas que son comunes al grupo de genes objeto de estudio, ya sea en
funcién de ontologias génicas (“Gene Ontology”), motivos proteicos, rutas bioldgicas,
presencia en un determinado tejido, vocablos compartidos, etc. Mientras que la
mayoria de las plataformas mencionadas en el apartado de andlisis de “microarrays”
ya tienen incorporadas algunas de estas funciones, existen herramientas especificas
como FatiGo (Al-Shahrour et al., 2004), GoMiner (Zeeberg et al., 2003), GOToolBox
(Martin et al., 2004), o especificas para S. cerevisiae como FunSpec (Robinson et al.,
2002) o GO Term Finder y GO Slim Mapper, ambas del SGD (Dwight et al., 2002).
También existen plataformas integrales que combinan varias funciones, como
Babelomics (Al-Shahrour et al., 2005) o GenePattern. Esta Ultima constituye una
plataforma abierta muy flexible ya que es posible personalizarla a las necesidades del
usuario mediante la adicion de modulos de anadlisis ya desarrollados o mediante la
programacién de maddulos en los lenguajes R, Java, y MATLAB. Otra plataforma de
analisis, en este caso comercial, es Spotfire DecisionSite. Se basa en avanzadas
herramientas de visualizacién interactiva de datos a todos los niveles de conocimiento
que ayudan a comprender y analizar los datos. No obstante, contiene paquetes
especificamente disefiados para el andlisis de datos bioldgicos a varios niveles. Otra
plataforma del mismo estilo es OmniViz.

Otras recursos especificos para S. cerevisiae: algunas herramientas muy Uutiles
desarrolladas especificamente para la levadura comprenden entre otras, YET/ (Orton et
al., 2004), T-Profiler (Boorsma et al., 2005), MPact de MIPS (Guldener et al., 2006) o
Expression Viewer y Expression Connection, ambas del SGD (Ball et al., 2001).

Herramientas de mineria de datos, o de analisis de metadatos: estas herramientas
permiten extraer informacidn (“information retrieval”’) y algunas de ellas intentan
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inferir relaciones que no aparecen de forma implicita en esa informacién (“Data
Mining”). En el contexto biolégico, dichas herramientas consultan bases de datos
bioldgicos o de literatura biomédica, y los indexan, clasifican, categorizan y presentan.
Algunas de éstas herramientas de libre acceso son: jHOP (Hoffmann and Valencia,
2005), Textpresso (Muller et al., 2004), ChiliBot (Chen and Sharp, 2004), Pubnet
(Douglas et al., 2005), MedMiner (Tanabe et al., 1999), GoPubMed (Doms and
Schroeder, 2005)o PubFinder (Goetz and von der Lieth, 2005).

El maremagnum de datos disponibles, estrategias de andlisis, métodos bioinformaticos,
aproximaciones matematicas, y herramientas y programas destinados a analizar dichos datos,
ponen de manifiesto la necesidad de disponer de unidades especializadas de apoyo
bioinformatico que ayuden al investigador “de manos” a navegar por el intrincado laberinto
que ante él se despliega.
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Cuadro 4. Direcciones web de las herramientas comentadas

M Herramientas de visualizacion de redes bioldgicas
Pajek: http://pajek.imfm.si/doku.php
Osprey: http://biodata.mshri.on.ca/osprey/servlet/Index
Cytoscape: http://www.cytoscape.org/

PIMWalker™: http://pim.hybrigenics.com/pimriderext/pimwalker/index.html

Biolayout: http://www.biolayout.org/
SHARP: http://www.cs.tau.ac.il/~sharp
bioPIXIE: http://pixie.princeton.edu/pixie

M Herramientas de andlisis de datos de microarrays
Cluster y TreeView: http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm
TM4: http://www.tm4.org/index.html
Expression Profiler: http://ep.ebi.ac.uk/EP/
GEPAS: http://www.gepas.org
dChip: http://biosunl.harvard.edu/complab/dchip/

EXPANDER: http://www.cs.tau.ac. |I[~rsham|r[expander[expander html
GeneSpring: http: i

GCOS: http://www.affymetrix. com/products/software/speaﬁc/ﬁcos affx
Bioconductor: http://www.bioconductor.org/

M Herramientas para el analisis funcional de los datos
GO Term Finder: http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder
GO Slim Mapper: http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goTermMapper
Funspec: http://funspec.med.utoronto.ca/

FatiGo: http://www.fatigo.org

GoMiiner: http://discover.nci.nih.gov/gominer/index.jsp

GoToolBox: http://139.124.62.227/GOToolBox/

BABELOMICS: http://www.babelomics.org

GenePattern: http://www.broad.mit.edu/cancer/software/genepattern/
Spotfire: http://www.spotfire.com/solutions/research_analytics/

OmniViz: http://www.omniviz.com/applications/omni_viz.htm

M Otras herramientas especificas para S. cerevisiae
YETI: http://www.yetibio.com/
T-Profiler: http://www.t-profiler.org/
MPact: http://mips.gsf.de/genre/proj/mpact/
Expression Viewer: http://pathway.yeastgenome.org:8555/expression.html
Expression Connection: http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/expression/expressionConnection.pl
M Herramientas de andlisis de metadatos:
iHOP: http://www.ihop-net.org
Textpresso: http://www.textpresso.org/
PubFinder: http://zsweb.dkfz-heidelberg.de/spec/glycosciences.de/tools/PubFinder/
Pubnet: http://pubnet.gersteinlab.org/

MedMiiner: http://discover.nci.nih.gov/textmining/main.jsp
ChiliBot: http://www.chilibot.net/
GoPubMed: http://www.gopubmed.org/
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V. Anélisis quimico-genémicos en S. cerevisiae

La quimiogendémica (“chemogenomics”), también denominada quimico-genémica
(“chemical genomics”) o quimico-genética (“chemical genetics”), es un nuevo campo
interdisciplinario que conjuga quimica, biologia y bioinformatica con el objetivo de estudiar la
respuesta genémica y/o protedmica de un sistema biolégico “intacto” frente al tratamiento
con un compuesto quimico. Ademads, la quimico-gendmica es la encargada de estudiar la
capacidad de interaccion de los compuestos quimicos con sus dianas moleculares (Bredel and
Jacoby, 2004).

Al igual que en genética, podemos distinguir dos tipos de estrategia, directa o inversa,
dependiendo de si el proceso de investigacion va desde el fenotipo a la diana o viceversa.
Cuando se habla de diana, nos referimos normalmente a un gen o el producto de un gen,
mientras que cuando se habla de ligando nos referimos a cualquier molécula capaz de
interaccionar con la diana con cierto grado de especificidad. En la “quimico-gendmica
inversa” (“reverse chemical genomics”), los genes de interés, normalmente de una misma
familia de proteinas, son expresados como proteinas diana y son analizados mediante
escrutinios “target-based” de alto rendimiento frente a una amplia coleccion de compuestos.
El objetivo, es la identificacion de nuevos ligandos que tengan como blanco la diana o dianas
objeto de estudio. Estos ensayos tienen lugar normalmente in vitro, en un sistema libre de
células (“cell-free system”), en el que o bien las dianas o bien los compuestos, son
inmovilizados en un soporte o aislados en placas multipocillo, a los que posteriormente, se
afiaden los compuestos o las proteinas diana, respectivamente. La interaccién diana-ligando
puede ser detectada empleando diversas tecnologias de monitorizacién, como fluorescencia o
espectrometria de masas. Una vez identificados los compuestos mas prometedores, éstos
pueden ser optimizados mediante la sintesis de compuestos andlogos, que presenten las
propiedades mas favorables.

Por el contrario, en la “quimico-gendmica directa” (“forward chemical genomics”), el
mecanismo de accién de los compuestos es, normalmente, desconocido. Este tipo de
escrutinios, también denominados escrutinios fenotipicos, se llevan a cabo generalmente in
vivo, empleando células u organismos modelo (“cell-based screenings”). El objetivo es
identificar compuestos biolégicamente activos en base al fenotipo condicional deseado que
dichas moléculas producen y tratar de identificar el mecanismo de accién de los mismos. La
medicion de la respuesta bioldgica frente a los compuestos se realiza empleando diferentes
herramientas gendmicas que pueden estar basadas en ensayos con “microarrays”, colecciones
de mutantes, ensayos basados en marcadores, o ensayos basados en la identificacion de
cambios morfolégicos mediante innovadoras técnicas microscépicas y de captura automatizada
de imagenes. El fenotipo identificado puede deberse a ganancia de funcién o pérdida de
funcidon como, por ejemplo, la parada en el crecimiento de un tumor. Ademas, este tipo de
escrutinios, también pueden ser empleados en la identificacidn de la funcién, o al menos de la
ruta o complejo bioldgico en el que participan, de proteinas de funcién desconocida. Esto es
asi debido a que los compuestos, actian como inhibidores especificos transitorios de
determinadas dianas, de forma andloga a la delecidon o interferencia con RNAI de esa diana, por
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lo que constituyen una alternativa a métodos genéticos tradicionales de inactivacidn proteica.
Entre los numerosos ejemplos existentes esta el del uso del benomilo para la identificacion de
componentes de la red de microtibulos y del punto de control (“checkpoint”’) del huso
acromatico (Castrillo et al., 2007; Li and Murray, 1991; Stearns et al., 1990).

Existen revisiones donde se describe de forma amplia el emergente campo de la quimico-
gendmica (Bredel and Jacoby, 2004; Zheng and Chan, 2002).

Las caracteristicas favorables que hacen de la levadura un organismo modelo excelente,
unido a la gran cantidad de estrategias y herramientas “édmicas” desarrolladas en éste
eucariota unicelular que han sido descritas en apartados previos, convierten a la levadura en
un organismo idéneo para realizar todo tipo de escrutinios quimico-genémicos. Se
comentaran a continuacién algunas de las estrategias que emplean la levadura como modelo
para el descubrimiento de farmacos, de sus dianas moleculares, de su modo de accién, de sus
dianas secundarias y de sus posibles efectos secundarios; asi como para revelar relaciones
funcionales entre los genes diana y las rutas en las que participan.

2.1- Target-Based Screenings. “Quimico-Genémica Reversa”

2.1.1- Tres Hibridos

Con objeto de estudiar interacciones droga-proteina, Licitra y Liu (Licitra and Liu, 1996)
desarrollaron una adaptacién del conocido sistema de dos hibridos de la levadura. El sistema
de tres hibridos se basa en la utilizacién de una molécula sintética hibrida, formada por un
compuesto cuyo receptor es conocido (p. ej. dexametasona, la cual se une al receptor de
glucocorticoides) y el compuesto de interés. Este heterodimero sintético se emplea para
reconstituir un factor de transcripcién que induce la expresiéon de un gen chivato (“reporter”),
de forma analoga al sistema de dos hibridos (Fig. 8). La dimerizacion de los componentes
transcripcionales se produce mediante la interaccion simultdnea del ligando de receptor
conocido (dexametasona) con dicho receptor (receptor de glucocorticoides) fusionado a un
dominio de unidon a DNA (LexA); y la interaccién de la molécula de interés con su diana,
fusionada ésta con el dominio de activacién de la transcripcidn. Este sistema se puede emplear
asi para identificar nuevos ligandos para receptores conocidos o nuevos receptores para
ligandos conocidos (Baker et al., 2003; Becker et al., 2004).

Ademas, en el campo de la quimico-gendmica se han desarrollado otras variantes del
sistema de dos hibridos para identificar nuevos ligandos y dominios de unién a ligando, como
son: i) Biosensores en levadura, que indican la unién de ligandos a sus dianas mediante
variaciones en el crecimiento de una cepa termosensible (Tucker and Fields, 2001); ii)
Aptameros peptidicos, secuencias peptidicas cortas especialmente utiles para la validacidn de
dianas de drogas (Baines and Colas, 2006); vy iii) dos hibridos reverso, sistema empleado para
seleccionar moléculas que inhiben interacciones proteina-proteina o proteina-DNA (Huang and
Schreiber, 1997; Vidal et al., 1996).
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2.1.2- Chip de Proteinas

Inicialmente desarrollados en la levadura, los chips o “arrays” de proteinas, constituyen
una de las areas mds prometedoras en la identificacion de interacciones directas droga-
proteina, a gran escala y con un alto rendimiento (MacBeath and Schreiber, 2000; Zhu et al.,
2001). No obstante, debido a las dificultades técnicas que implica la purificacion de proteinas,
su uso practico para la identificacién de dianas de drogas aun precisa significativos avances
tecnoldgicos.

Al contrario que los escrutinios in vivo, este tipo de escrutinios in vitro presentan ciertas
limitaciones como son la identificacion de interacciones que no tienen lugar en la célula y el
requerimiento de dos o mas proteinas & ciertas condiciones intracelulares para que se
produzca la unién del compuesto.

2.1.3- Escrutinios de Supresion de Toxicidad (TSB, de “Toxicity-suppression
profiling”)

Este tipo de ensayos de quimico-gendmica inversa tienen lugar in vivo, y su objetivo
consiste en identificar nuevos ligandos que rescaten la inhibicidn del crecimiento producida
por la expresidon o sobreexpresion de proteinas tdxicas para la levadura (Arnoldo et al., 2008;
Fleming et al., 2008; Krishnan et al., 2007; Perkins et al., 2001; Vottero et al., 2006). La ventaja
de esta aproximacion es que permite identificar compuestos moduladores o inhibidores de
proteinas heterélogas, como por ejemplo, de alelos causantes de enfermedades humanas. Sus
mayores desventajas son que estad limitado a aquellas proteinas que son tdxicas para la
levadura y a que el mecanismo/efecto supresor del compuesto no sea especifico.

2.2- Cell-Based Screenings. “Quimico-Genémica Directa”

2.2.1- Escrutinios “Clasicos”

El empleo del efecto de la dosis génica para identificar la diana de un determinado
compuesto lleva usandose desde hace mas de 20 afos (Rine et al., 1983; Bjornsti, 2002). Los
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escrutinios genéticos tradicionales, aunque comentados de forma genérica en el apartado
referente a Fendmica, se pueden resumir, en este caso, aplicados a la quimico-gendmica,
como:

- Escrutinios para identificar supresores en alto nimero de copias de la sensibilidad a
la droga. Estos escrutinios se basan en la sobreexpresidon de una genoteca gendmica y
en la posterior seleccién, en presencia de la droga de interés, de los clones resistentes
a la misma. El principio subyacente es que aquellos clones portadores de multiples
copias del gen diana, o de genes implicados en la detoxificacién, rutas de reparacién o
mecanismos compensatorios, presentaran un fenotipo de resistencia.

- Escrutinios para identificar mutaciones que confieren resistencia o sensibilidad a un
determinado compuesto: se basan en la seleccion, directa o tras una mutagénesis
previa, en un medio con droga de aquellos mutantes resistentes o sensibles. La
identificacion de la mutacidn responsable del fenotipo se realiza transformando cada
clon seleccionado con una genoteca gendmica y seleccionando aquellos que revierten
el fenotipo mediante la complementacién funcional del gen mutado.

Estos escrutinios “clasicos” presentan como principal desventaja el hecho de que
precisan lentas y tediosas validaciones posteriores. Ademas, dan lugar a falsos positivos y no
suelen ser saturantes.

2.2.2- Escrutinios Basados en Aproximaciones Fenémicas

El escrutinio de los fenotipos de colecciones de células frente a una serie de
compuestos genera una matriz bidimensional de datos en la que una de las dimensiones
corresponde a la coleccion de células de genotipo diferente (pero conocido), mientras que la
otra dimension corresponde a la coleccién de compuestos ensayados. Las dimensiones de
dicha matriz dependen del nimero de compuestos objeto de estudio y del tipo celular objeto
de estudio, ya que puede tratarse desde colecciones de lineas celulares cancerigenas a
colecciones de mutantes bien definidos, como en el caso de la levadura. Los valores de la
matriz corresponden a una medida cuantitativa 6 cualitativa del fenotipo de interés, que, como
hemos comentado previamente, puede ser viabilidad, tasa de crecimiento, morfologia, o
tamafio celular, entre otros.

% Escrutinios Quimico-Gendmicos Basados en Colecciones de Mutantes:

Como hemos comentado ampliamente en el apartado de Fendmica, hay distintas
herramientas (colecciones de mutantes) disponibles en la levadura para realizar este tipo de
escrutinios quimico-gendmicos (Fig. 9a). Aunque la estructura de datos resultante sea similar
entre ellas, la interpretacion de los mismos varia segln el disefio experimental empleado. Por
lo tanto, a continuacidn puntualizaremos las diferencias existentes entre estas colecciones;
cifiéndonos Unicamente a sus aplicaciones en lo que se refiere al estudio del efecto de la
alteracién de la dosis génica sobre el fenotipo inducido por un compuesto dado.

1) Perfiles de Haploinsuficiencia (HIP, de “Haploinsufficiency Profiling”), en los que la
dosis génica es el 50% (Fig. 9a panel superior):

Las colecciones de mutantes heterocigotos se han utilizado para identificar
mutantes que en heterocigosis presentan sensibilidad a un compuesto. Se basan en
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el fenomeno de haploinsuficiencia, por el cual una Unica copia de un gen en un
organismo diploide es insuficiente para generar un fenotipo silvestre. La premisa es
gue un mutante heterocigoto para el gen que codifica la diana de un compuesto sera
mas sensible al compuesto que el resto de mutantes heterocigotos. La ventaja de
esta aproximacion es que tiene el potencial de identificar directamente la diana del
compuesto de interés y, en menor medida, aquéllos genes o proteinas que
interaccionan genética o fisicamente con la diana del compuesto. Con este tipo de
escrutinios se identifican generalmente menor numero de mutantes que con el resto
de aproximaciones.

2) Perfiles de Homocigosis (HOP, de “Homozygous Profiling”), en los que la dosis génica

es el 0% (Fig. 9a panel medio):

Se basa en el empleo de colecciones de mutantes homocigotos en los que ambas
copias de cada gen no esencial han sido delecionados en su correspondiente par de
cromosomas. La interpretacidén de los resultados es mas compleja que en HIP. En
general, permite identificar rutas o procesos que amortiguan (“buffer”) la
sensibilidad al compuesto, con lo que resulta una estrategia adecuada para
identificar y caracterizar genes que interaccionan genéticamente con la diana, o
para inferir el mecanismo de accion del compuesto basandose en la funcion de los
genes identificados. Ademads, mediante la deteccion de mutantes resistentes al
compuesto de interés, es posible identificar la diana del mismo.

La ventaja que presentan este tipo de escrutinios es que al tratarse de deleciones, la
pérdida de funcidén es completa y eliminan la posibilidad de que se produzca algun
fenémeno de regulacidn transcripcional compensatoria, como puede ocurrir en el
caso de HIP.

3) Perfiles de Haploides, en los que la dosis génica es el 0% (Fig. 9a panel medio):

Se basa en el empleo de colecciones de mutantes haploides en los que cada gen ha
sido delecionado. Presenta las mismas caracteristicas que HOP, pero tiene el
inconveniente de que las cepas haploides tienen mayor probabilidad de estar
afectadas por mutaciones secundarias que afecten al fenotipo.

4) Perfiles de Sobreexpresion, en los que la dosis génica es mayor de 100% (Fig. 9a panel
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inferior):

Se basan en el incremento de la dosis génica, mediante la sobreexpresion de cada
uno de los genes de la levadura clonados en un plasmido bajo el control de un
promotor inducible. El empleo de colecciones de mutantes de sobreexpresién tanto
en formato individual en placa (Sopko et al., 2006), como en formato de
“pool” (Butcher et al.,, 2006), tienen el potencial de identificar los fenotipos de
resistencia o sensibilidad a drogas. El principio subyacente a los fenotipos de
resistencia es bastante directo, ya que la sobreexpresiéon de un gen incrementa el
producto del mismo, y si la proteina es una de las dianas de la droga, la célula sera
resistente a dicha droga. Una de las desventajas de este tipo de estrategias es que la
sobreexpresién de un gen puede no dar lugar a resistencia si su producto forma
parte de un complejo sometido a ajustes estequiométricos.



5)

6)

Introduccion

Perfiles de Esenciales:

Recientemente, como se ha comentado en el apartado de Fendmica, se han
desarrollado diferentes estrategias a gran escala de “apagado” de genes esenciales
(Ben-Aroya et al., 2008; Breslow et al., 2008; Kanemaki et al., 2003; Mnaimneh et al.,
2004; Schuldiner et al., 2005; Yan et al., 2008). De ellas, han surgido distintas
colecciones de mutantes esenciales, tanto en formato individual como en formato
“pool”, que han sido empleadas en estudios quimio-genémicos como alternativa y
complemento al empleo de mutantes heterocigotos.

Integracidén de escrutinios:

La combinacion en una unica plataforma de varias de las aproximaciones
comentadas, tiene ventajas econdmicas a la hora de investigar el efecto de multiples
compuestos. Hoon et al. han desarrollado un nuevo “microarray” denominado TAG4
(Pierce et al., 2006) para estudiar el efecto de 188 compuestos sobre “pooles” de
cepas de colecciones de mutantes de delecion homocigotos, de heterocigotos
esenciales y sobre clones transformados con una genoteca genémica (Hoon et al.,
2008a).

sk Meétodos de Deteccion:

Para cada una de las estrategias quimico-gendmicas comentadas existen dos disefios

experimentales:

1)

2)

Ensayos no competitivos (Fig. 9b panel superior): se basan en la utilizacién de
colecciones de mutantes ordenados de manera individual en placas multipocillo. El
fenotipo se determina de forma individual, ya sea de forma cualitativa o cuantitativa,
en medio liquido o sélido.

Ensayos competitivos con “pooles” de cepas (Fig. 9b panel inferior): se basan en
colecciones de mutantes identificados de forma individual mediante etiquetas
moleculares (“tags”), construidos de manera analoga a la explicada en el apartado de
Fendmica. El crecimiento de cada una de las cepas se determina de forma cuantitativa,
partiendo de cultivos del “pool” en medio liquido, mediante la hibridaciéon a un
“microarray” de oligonucledtidos complementarios a las etiquetas moleculares. La
principal ventaja que presenta esta aproximacion es, que al realizarse de manera
simultdnea, precisa de menor cantidad de compuesto; cuestidn que puede ser
importante en el caso de compuestos de los que se dispongan cantidades limitadas.
Los desventajas que presenta esta aproximacién son aquéllas derivadas de los
problemas “intrinsecos” de la hibridacion. Anadir etiquetas moleculares a cepas de
manera individual es un proceso costoso, lento y arduo, de ahi que las colecciones de
mutantes etiquetados molecularmente estén limitadas a un Unico fondo genético. Para
solventar este problema, Yan et al. han desarrollado un método, basado en la
tecnologia SGA, que permite la transferencia de etiquetas moleculares desde cepas
“donadoras” o “Barcoders” a otras colecciones de cepas ya existentes, o a cepas con
otros fondos genéticos. Como ejemplo, estos autores han aplicado este método para
etiquetar una coleccién de mutantes DAmP en genes esenciales (Yan et al., 2008).
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(a) Escrutinios Cepa Silvestre Mutante Posible mecanismo Fenotipo
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Figura 9. Escrutinios Quimico-Gendmicos en Saccharomyces cerevisiae. (a) Tipos de escrutinios en funcion de la
coleccién de mutantes empleada. (b) Cada una de estos escrutinios puede realizarse mediante ensayos con
mutantes ordenados individualmente en placas multipocillo (ensayos no competitivos) o empleando un “pool” de
mutantes, cuyo crecimiento se determina mediante “microarrays” de DNA (ensayos competitivos). (c) La
comparacion de perfiles de interaccion genética con perfiles quimico-gendmicos (panel superior) permite identificar
la ruta y/o las dianas que son inhibidas por el compuesto de interés. En el ejemplo, el compuesto rosa genera un
perfil quimico-gendmico similar al perfil genético del mutante en el GenA, identificando el producto del GenA como
diana potencial del compuesto. Los alelos de delecién que presentan interacciones quimico-genéticas con un
compuesto determinado, suelen presentar interacciones genéticas con el mutante en la diana de dicho compuesto
(derecha). La comparacion de perfiles quimico-gendmicos (panel inferior) permite inferir el mecanismo de accion de
nuevos compuestos, asi como deducir la funcidon de genes sin caracterizar. La agrupacion (“clustering”) en la
dimensidn quimica (izquierda) permite agrupar los compuestos que ejercen un efecto similar, asociando
compuestos con estructura parecida. La agrupacion en la dimensidn genética (derecha), asocia genes (mutados) con
funciones similares.
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Se ha observado que, a pesar de que existe un elevado grado de coincidencia, existen
ciertas diferencias cuando se usan ambos métodos de deteccidon. Una posible explicacion a
estas discrepancias es la existencia de interacciones entre las cepas que se encuentran
creciendo en “pool”, como puede ser la competencia por los nutrientes.

%k Interpretacion de los Resultados y Estrategias de Analisis.

Comprender e interpretar los resultados de los ensayos quimico-gendmicos no es una
tarea trivial ya que, debido a la variedad de las interacciones moleculares entre los compuestos
y los componentes celulares (Fig. 10.), los efectos fenotipicos pueden tener causas variadas y
pueden ser indirectos. Ademds, como ya se ha comentado anteriormente hay que tener en
cuenta la estrategia experimental empleada.

La comparacion de los perfiles quimico-gendmicos frente a numerosos compuestos ha
demostrado ser de gran utilidad para determinar el mecanismo de accidn de nuevos
compuestos, para profundizar en el conocimiento de los efectos de compuestos conocidos, asi
como para deducir la funcion de proteinas sin caracterizar (Brown et al., 2006; Ericson et al.,
2008; Giaever et al., 2004; Hillenmeyer et al., 2008; Hoon et al., 2008a; Lee et al., 2005; Lum et
al., 2004; Parsons et al., 2006). Mediante la comparacion de los perfiles de compuestos sin
caracterizar con compuestos de mecanismo de accidon conocido, surgen agrupaciones
(“clusters”) que permiten inferir el mecanismo de accién de estos nuevos compuestos (ver Fig.
9c panel inferior). En la dimensién quimica, este tipo de agrupamientos asocia normalmente
compuestos de estructura quimica similar (Giaever et al., 2004; Hoon et al., 2008a). Si, por
contra, el agrupamiento se realiza en la dimension genética (o celular), suelen aparecer
asociaciones de genes (mutados) con funciones celulares relacionadas, por lo que también es

Ensayo de Sensibilidad

U ['S-‘Q"] subletal

El GenA codifica una proteina implicada en:

- Detoxificacion del compuesto.

- Metabolizacién del compuesto (inactivacion).

- Reparacion o eliminacion del dafio causado por el compuesto.
- Es un componente de la ruta metabdlica sobre la que actua el

Interacciones con con otros ccmﬂljveftvﬂ'

% compuesto.
\\% - Es un componente de rutas por encima o por debajo de la ruta
\\2«% diana, o que interaccionan genéticamente con la diana.
%\ % . )
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%
N \%
fox <
¥"\ ﬂ[‘i‘&‘]letal = e 8 .
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—> e r .|
?‘7'\-{%; ¢ \) - La entrada del compuesto (receptor, transportador, o
. WT componente de la membrana o pared).
’ 3 4 - Metabolizacién del compuesto (activacién).

’ - Modificacién de la diana (modificacién post-traducional o de

7 N
A AGenB
&LJJ sus precursores).
B - En ocasiones es la propia diana.

Figura 10. Interpretacion de resultados y posibles interacciones entre los compuestos y los componentes celulares.
Los compuestos pueden entrar en la célula mediante canales, por difusién a través de la membrana, o
interaccionando con receptores de membrana. Una vez en el interior de la célula, los compuestos pueden ser
degradados, modificados, exportados hacia el exterior, o pueden interaccionar inhibiendo o activando proteinas y
otros componentes celulares (panel izquierdo). La delecién o mutacion de proteinas implicadas en los procesos
mencionados puede afectar el fenotipo en respuesta a determinados compuestos o situaciones de estrés. En el
panel derecho, se muestran los fenotipos de sensibilidad y resistencia de un mutante en respuesta a un
compuestos dado, y la posible interpretacion de los mismos dependiendo de la funcién de la proteina codificada
por el gen mutado. Los compuestos también pueden interaccionar con macromoléculas como el RNA y el DNA,
interfiriendo en los procesos de replicacidn, transcripcidon o traduccion (panel izquierdo), y por tanto en el dogma
central de la biologia.
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posible inferir la funcidn de genes sin caracterizar. De forma particular, es factible identificar
genes implicados en los mecanismos de resistencia a drogas (“multidrug resistance”) (Parsons
et al., 2006), asi como dianas secundarias causantes de posibles efectos secundarios (Ericson et
al., 2008). Recientemente, se han aplicado técnicas de andlisis capaces de realizar
agrupamientos de ambas dimensiones, quimica y genética, simultdneamente. Mediante este
tipo de analisis, denominado “biclustering”, es posible identificar bloques funcionales de genes
relacionados que interaccionan con compuestos a su vez relacionados. La ventaja del
“biclustering” sobre el “clustering” jerarquico unidimensional es que puede revelar que un
determinado gen o compuesto puede estar asociado a mas de un “cluster”; lo cual es logico
desde el punto de vista bioldgico, ya que los genes pueden tener mas de una funcién y los
compuestos quimicos afectan a mas de una funcidn celular. Para mas informacion se puede
consultar la revision de Wuster y Babu (Wuster and Madan Babu, 2008).

De forma analoga, la comparacién de los perfiles de transcripcidén de cepas mutantes con
los perfiles de transcripcion de la cepa silvestre en presencia de una droga puede facilitar la
identificacién de la diana y/o de dianas secundarias del compuesto de interés, asi como la
caracterizacion de ORFs de funcién desconocida. En este caso, el perfil de transcripcion frente a
un compuesto, se asemeja al perfil de transcripcion de los mutantes en la diana/s de dicho
compuesto (Hughes et al., 2000a; Marton et al., 1998).

La comparacidn de perfiles de interaccidn genética con los perfiles quimico-genémicos,
ayuda a interpretar estos ultimos, permite profundizar en el mecanismo de accién de
compuestos, y vincular éstos con las dianas celulares o las rutas sobre las que actuan. El
razonamiento subyacente es que la delecidn de un gen que codifica la diana de un compuesto
debe tener un efecto celular similar al de la inhibicidn de la diana por dicho compuesto. Asi, el
perfil quimico-gendmico frente a un compuesto debe asemejarse al perfil de interacciones
genéticas de la diana/s o de genes en la ruta diana, de dicho compuesto (Parsons et al., 2004)
(Fig. 9c panel superior).

Por otro lado, diversos estudios han demostrado que no existe correlacién entre los
perfiles de transcripcién y los perfiles quimico-genédmicos; hecho que ha sido atribuido a la
redundancia genética y/o a la incapacidad de los “microarrays” para determinar efectos no
transcripcionales (Begley et al., 2002; Birrell et al., 2002; Giaever et al., 1999; Haugen et al.,
2004; Jin et al., 2008). No obstante, aunque haya ausencia de correlacién, las dos estrategias
son complementarias y su combinacion es muy util para elucidar el efecto de los compuestos a
nivel celular (Haugen et al., 2004; Jin et al., 2008).

La validacién de algunos de los resultados obtenidos mediante los ensayos quimico-
gendmicos en organismos modelo mds cercanos al hombre tiene un enorme potencial en la
aplicacion clinica:

- En el caso de mutantes con fenotipos de sensibilidad o resistencia a un compuesto
dado, los genes mutados podrian en algunos casos ser utilizados como biomarcadores
o predictores de tejidos tratables. Su uso dependera de que la respuesta sea especifica
frente al farmaco y de que su expresion o estado (silvestre/mutado) varie entre
estados (sano/enfermo). Asi, los genes mutados que dan lugar a resistencia suelen ser
indicadores de baja respuesta al fdrmaco; mientras que si los genes mutados dan lugar
a sensibilidad en general indican buena respuesta a la droga.
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- Las proteinas codificadas por genes cuyos alelos mutantes muestran un fenotipo de
sensibilidad al compuesto pueden ser seleccionadas como posibles dianas en el
desarrollo de terapias combinadas con otros farmacos, que tienen como objetivo la
sensibilizacion de la célula y potenciar la eficacia del farmaco inicial.

En definitiva, este tipo de escrutinios ademas de identificar nuevas dianas terapéuticas
también pueden revelar la existencia de efectos secundarios no deseados causados por los
compuestos.

%k Perspectivas Futuras:

Uno de los nuevos retos de los escrutinios quimico-gendmicos consiste en mejorar el
conocimiento del efecto que ejercen, sobre la célula, terapias combinadas de varios
compuestos. La combinaciéon de moléculas resulta habitual en el uso terapéutico de varias
enfermedades, SIDA, diabetes, o cancer entre otras, ya que la combinaciéon de compuestos con
mecanismos independientes disminuye la resistencia adaptativa y tiene efectos sinérgicos
(Zimmermann et al., 2007). La utilidad de los escrutinios quimico-gendmicos en el analisis del
efecto de combinaciones de compuestos ha sido demostrado por primera vez por el grupo de
Giaever y Nislow (Hoon et al., 2008a).

Por otro lado, la utilidad de los escrutinios quimico-genémicos en Saccharomyces
cerevisiae ha inspirado el desarrollo de aproximaciones similares en otros organismos
modelo. De este modo, han sido ya construidas colecciones de mutantes de delecién
etiquetados molecularmente tanto en Schizosaccharomyces pombe (Bioneer Corporation,
Corea) como en Candida albicans (Xu et al., 2007). En este ultimo organismo se ha demostrado
su utilidad en la identificacién del mecanismo de accion de dos antifungicos (Rodriguez-Suarez
et al., 2007; Xu et al., 2007). De forma similar, también se han desarrollado ya estrategias para
estudiar las interacciones genéticas en Escherichia coli (Butland et al., 2008; Typas et al., 2008)
y en S. pombe (Roguev et al., 2007). Una alternativa para expandir estas aproximaciones
quimico-genémicas a otros organismos es generar un “pool” de cepas de S. cerevisiae
transformadas con una genoteca gendmica del organismo de interés (p. ej. de C. albicans) y
tras tratar el “pool” de cepas con los compuestos de interés, emplear un “micoarray” de DNA
con sondas complementarias a los ORFs de dicho organismo, identificando genes cuya
sobreexpresidén en la levadura confieren resistencia al compuesto (Hoon et al., 2008a). Esta
aproximacion también ha resultado util para estudiar el efecto de los SNPs en la sensibilidad a
compuestos (Jeong et al., 2007).

El descubrimiento de farmacos seguros, eficaces y selectivos precisa de la comprensién
de las relaciones entre el genotipo de las células y el efecto fenotipico provocado por los
compuestos. Equipos formados por quimicos, bidlogos y bioinformaticos estdn comenzando a
asumir el reto de confeccionar una “matriz oraculo”, en la que la medicion de los fenotipos de
colecciones de células con diferentes genotipos y en respuesta a colecciones de compuestos,
genere una matriz tridimensional que permita correlacionar cada una de las coordenadas. De
esta forma, seria entonces posible identificar las relaciones entre compuestos que generen una
respuesta similar, las relaciones entre genotipos que respondan de forma parecida o, incluso,
entre fenotipos relacionados (Schreiber, 2005) (Fig. 11).
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Para tener una vision mas amplia sobre estas aproximaciones se pueden consultar las
siguientes revisiones (Bharucha and Kumar, 2007; Hoon et al., 2008b; Luesch, 2006; Menacho-
Marquez and Murguia, 2007; Wuster and Madan Babu, 2008). Asimismo, con objeto de servir
de consulta y referencia, la Tabla 3 muestra un compendio de los escrutinios quimico-
gendmicos que han empleado como modelo S. cerevisiae, y mas concretamente las colecciones
de deletantes y demas herramientas fendmicas desarrolladas en torno a esta levadura.

ATP/2DP
WADPH

Relaciones entre fenotipos / medidas are

celulares que generan una respuesta similar w0

Relaciones entre genotipos /lineas

Compuestos celulares con respuesta similar

Relaciones entre compuestos con - e,

perfiles similares
4 :
{ W
L e

N

\ Figura adaptada de (Schreiber, 2005)

Figura 11. De los resultados de los escrutinios fenotipicos, en los que conocemos de antemano las variaciones
gendmicas (genotipos), y en los que determinamos diferentes respuestas (fenotipos) resultado del tratamiento con
diferentes compuestos, surge una matriz tridimensional que conjuga los resultados cruzados, y que tiene el
potencial de revelar el mecanismo molecular subyacente que ejercen los compuestos. Este “oraculo”
potencialmente permitiria identificar relaciones: i) entre compuestos que induzcan una respuesta similar; ii) entre
genotipos que responden de manera similar frente a los compuestos; e incluso entre iii) fenotipos similares.
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Objetivos

- Contexto del Trabajo

El trabajo recogido en esta tesis, se enmarca dentro de un proyecto mas amplio de
Accidon Estratégica en Gendmica y Protedmica, del Ministerio de Educacién y Ciencia,
denominado “LEVAS3” (N° Referencia: GEN2001-4707-C08-01) en el que ha participado un
consorcio de laboratorios espafioles (Fig. 12) encabezado por los siguientes investigadores: Dr.
Aguilera, U. de Sevilla; Dr. Arifio, U.A. Barcelona; Dr. Arroyo, U. Complutense; Dr. Ballesta,
C.B.M.; Dr. Herrero, U. de Lleida; Dr. Pérez Ortin, U. de Valencia; Dr. Pifia, I.B.M. Barcelona y
coordinado por el Dr. Revuelta, U. de Salamanca.

Este proyecto tiene como objetivo el andlisis global de las repuestas a estrés celular en
la levadura Saccharomyces cerevisiae mediante el desarrollo de diversas aproximaciones
genodmicas, que incluyen: el andlisis gendmico funcional, el andlisis del transcriptoma y el
analisis del proteoma (Fig. 12).

Esta aproximacion multidisciplinar proporcionara un mejor conocimiento de las bases
moleculares y celulares de la sefalizaciéon del estrés y de la respuesta a nivel genémico y
proteémico frente al mismo; de ella se podran derivar aplicaciones biomédicas y/o
biotecnologicas, como el disefio de estrategias correctoras de patologias relacionadas con el
estrés celular, el disefio o modificacion de farmacos y la identificacion de nuevas dianas entre
otras.

“LEVAS3”: Estudio gendmico y proteémico global de la respuesta celular al estrés en S. cerevisiae

ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA
- Andlisis de perfiles de abundancia de transcritos
(mRNA poliadenilados).

- Andlisis de tasas de transcripcion TRO

m’ 6. U. Lleida
(E Herrero)
1. U. de Salamanca|
(J' L. Revuel‘ra 5. CBM
.P. 6. Ballesta)
4.U. Complufense
(J. Arroyo)
2. U. de Sevilla
(A. Aguilera)

(“transcription run-on”).

- Andlisis de las poblaciones de transcritos activos

en traduccién (mMRNAs polisémicos).

ANALISIS DEL PROTEOMA

- Andlisis de perfiles de abundancia de proteinas.

s - Definicidn de fosfoproteoma y variaciones en estrés.

7. U. Valencia
(J.E. Pérez-Ortin)

ANALISIS FENOTIPICO
- Andlisis fenotipico cuantitativo de la coleccién de
mutantes “knock-out” de S. cerevisiae en respuesta

a agentes estresantes.

Figura 12. Grupos participantes en el proyecto “LEVAS3” y objetivos del mismo.
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El objetivo general del trabajo recogido en esta memoria es identificar los procesos
celulares involucrados en la respuesta al estrés celular provocado por compuestos que
inducen estrés a distintos niveles en la célula (ver Tabla 4 con la descripcion de los compuestos
empleados), caracterizar funcionalmente los genes involucrados en mecanismos de
sensibilidad/resistencia frente a estos compuestos, y tratar de determinar el mecanismo de
accion de los mismos. La aproximacion empleada, que a continuacién desarrollaremos en
mayor detalle, ha consistido en realizar un analisis fenotipico cuantitativo de la respuesta a
estrés celular ejercido por dichos compuestos en la coleccion completa de mutantes de
delecion de la levadura Saccharomyces cerevisiae, generando asi perfiles quimico-genédmicos
de sensibilidad y resistencia de cada uno de los agentes empleados.

Los objetivos especificos que nos planteamos son:
1) Determinar los mecanismos de sensibilidad/resistencia a los distintos compuestos.

2) Identificar redes funcionales y rutas redundantes afectadas por los agentes
estresantes.

3) Identificar dianas secundarias y determinar posibles efectos secundarios.
4) Elucidar la funcién de ORFs sin caracterizar.
5) Comparar el efecto, a nivel bioldgico, de cada uno de los compuestos.

6) Comparar los cambios inducidos por los compuestos en los perfiles de expresion
génica con los efectos fenotipicos producidos por los mismos.
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Tabla 4. Descripcion de los 18 compuestos empleados en los escrutinios quimico-genémicos

Tipo de Estrés

Compuesto

Aplicacion Clinica

Diana / Mecanismo de accién

Genotoxico

Sobre la pared
celular

Metabdlico
(Antifolatos)

Sobre la
traduccion

Oxidativo

Metabolismo
de Lipidos

Desconocido

Acido micofendlico

4-nitroquinolina 1-
oxido

Pneumocandina /
Caspofungina

Rojo Congo

Sulfanilamida

Metotrexato

ALIMTA

Sordarina

Higromicina

Diamida

Dietil maleato (DEM)

Edelfosina

Miltefosina

Perifosina
Erucilfosfocolina

ES-285 y Kahalalido F

Inmunosupresor empleado

para evitar rechazo a
transplantes

Carcinégeno modelo

Antifingico de nueva
generacion

Histolégicamente para

determinar Amiloidosis

Antibidtico

Antitumoral y en el

tratamiento de algunas

enfermedades autoinmunes

Antitumoral (Mesotelioma
pleural maligno y cancer de

pulmén no microcitico)

Antifingico

antibidtico

Antitumoral

Antitumoral, antifungico y

antiprotozoo
Antitumoral

Antitumoral

Antitumoral en desarrollo

Inhibidor inhibidor no competitivo y
reversible de la inosina monofosfato
deshidrogenasa (IMPDH)

DNA, monoaductos estables con las purinas
a través de la formacién de enlaces
covalentes con C8 o N2 deoxiguanina, y con
N6 deoxiadenina

Inhibidor no competitivo de la 1,3-beta-D-
glucan-sintasa

Interfiere con el correcto ensamblaje de la

pared celular

Inhibidor competitivo del &cido para-
aminobenzoico (PABA)

Inhibidor de la Dihidrofolato reductasa
(DHFR)

Inhibidor de la Dihidrofolato reductasa
(DHFR), Timidilato sintasa (TS) y Glicinamida
ribonucleotido formiltransferasa (GARFT)

Inhibidor de la sintesis proteica (diana eEF2-
ribosoma)

Inhibidor de la sintesis proteica

Induce la oxidacion de tioles y la formacion
de puentes disulfuro en proteinas de la
superficie celular

Induce el agotamiento del glutation

Metabolismo de fosfolipidos, actuando a
nivel de membranas

é?
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La estrategia experimental empleada para realizar los escrutinios fenotipicos objeto de
este trabajo se ilustra en la Figura 13, y consta de las siguientes etapas:

(i) Seleccion de las condiciones de trabajo y determinacion de la concentracién éptima
de cada compuesto capaz de inducir el fenotipo deseado.

(ii) Escrutinio fenotipico cuantitativo y sistematico de la coleccion completa de mutantes
de delecidon de Saccharomyces cerevisiae, con objeto de identificar las respuestas
celulares inducidas por los agentes citotdxicos anteriormente mencionados (Tabla 4).

(iii) Analisis Bioinformatico y filtracion de los datos obtenidos.

(iv) Seleccién y (v) validaciéon de las potenciales dianas moleculares y rutas biolégicas
afectadas por los compuestos mediante la realizacidn de nuevos escrutinios,
empleando un rango mas amplio de concentraciones de cada uno de los compuestos.

(vi) Experimentos adicionales para profundizar en el estudio del mecanismo de accion de
cada compuesto, y/o en la caracterizacién funcional de genes de funcién desconocida.

O
placas YPP YKO set

(=)
75 placas haploides y \: 3
13 placas esenciales

wedio*droga

Figura 13. Esquema de la estrategia experimental desarrollada para llevar a cabo el escrutinio fenotipico global.
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1.1- Condiciones Experimentales

Un paso previo al analisis fenotipico global de cada compuesto es la seleccidn de las
condiciones experimentales a emplear en el escrutinio a gran escala, y que incluyen entre
otras: la seleccién del medio de cultivo, de la temperatura de incubacién, de la concentracion
de compuesto, del volumen de medio por pocillo, etc.

En este trabajo se decidié emplear, en la mayoria de los casos, un medio sintético
completo (SC, con glucosa como fuente de carbono; ForMedium™, Norwich, UK) (ver
excepciones en la Tabla 5). Esto es asi ya que se pretendia tener mds controladas las
condiciones del ensayo y debido a que el fenotipo es, en general, mas evidente que en los
ensayos realizados en medio rico (YPD; extracto de levadura 1%, bacto peptona 2%, glucosa
2%), aunque depende en gran medida del compuesto objeto de estudio. Los ensayos se
realizaron, en la mayoria de los casos, en medio liquido (ver excepciones en la Tabla 5) con
objeto de poder determinar la inhibicion del crecimiento de forma cuantitativa. El cultivo en
medio liquido permite, ademas, el empleo de menores concentraciones de droga que las
necesarias en un medio sélido para alcanzar el mismo efecto inhibitorio y, por tanto,
economizar compuesto que, en ocasiones, estd disponible en cantidades limitantes. El pH del
medio fue ajustado en todas las ocasiones a 5,8, un pH ligeramente acido, considerado 6ptimo
para el crecimiento de S. cerevisiae. El volumen de medio empleado por micropocillo oscilé
dependiendo de las cantidades de compuesto disponibles entre 75 y 150 ul.

Las placas multipocillo conteniendo los mutantes de interés se incubaron a 28°C, sin
agitacion, en el interior de cajas herméticas con una fuente de humedad para evitar asi la
evaporacion del medio de cultivo. Siempre se trabajé en campana de flujo laminar y en
condiciones de esterilidad para evitar contaminaciones que, por otro lado, son frecuentes en
este tipo de estudios masivos.

1.2- Seleccion de las Concentraciones de Compuesto Optimas

Como prerrequisito para realizar este tipo de estudios, es necesario que el compuesto
de interés provoque un fenotipo facilmente identificable vy, si es posible, cuantificable. En
nuestro caso, el fenotipo que analizamos es la inhibicion del crecimiento o la resistencia de
cepas mutantes de S. cerevisiae frente a los compuestos de interés (ver Tabla 4).

Con objeto de establecer la concentracion de trabajo adecuada para cada compuesto,
se desarrollaron experimentos piloto consistentes en la determinacion de los perfiles de
sensibilidad de las cepas parentales BY4741 (MATa), en ocasiones de BY4743 (MATa/a), y a
veces de BY4742 (MATa) frente a un amplio rango de concentraciones crecientes de cada
droga. Todas estas cepas son isogénicas y derivan de la cepa S288C (Brachmann et al., 1998).
Ademas, en algunos casos se emplearon como control, cepas mutantes de referencia cuyos
mecanismos de respuesta frente a cada uno de los compuestos estuvieran alterados y que
habian sido previamente descritos en la literatura.

Este tipo de experimentos piloto se realizaron en formato de placas multipocillo para
mantener exactamente las mismas condiciones (de precultivo, inoculacién, cultivo, medio,
temperatura, etc) que serian posteriormente empleadas en el escrutinio global.
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El analisis de las curvas de crecimiento nos permitié6 determinar las concentraciones
efectivas de trabajo para la identificacion de mutantes sensibles y/o resistentes a las drogas a
estudiar. En la identificacién de mutantes sensibles, se eligieron concentraciones semi-
inhibitorias, capaces de inhibir muy levemente el crecimiento de las cepas silvestres, mientras
gue las cepas mutantes de referencia presentaban una acusada inhibicion a dicha
concentracidn. Por el contrario, para la identificacion de mutantes resistentes se escogieron
concentraciones fuertemente inhibitorias o letales para las cepas parentales, y no inhibitorias
o muy ligeramente inhibitorias para las cepas de referencia (ver Tabla 5).

La coleccion de mutantes nulos de la levadura generada en el proyecto de Delecién del
Genoma de Saccharomyces (SGDP), y descrita ampliamente en el apartado 3.1.2 de la
Introduccion, es una herramienta inestimable para la realizacion de escrutinios gendmicos
globales de una forma simple, rapida, eficiente, exhaustiva y econdémica.

En este trabajo, hemos llevado a cabo escrutinios fenotipicos de crecimiento de la
coleccién completa de 4800 cepas deletantes haploides MATa (ver excepciones en la Tabla 5)
de manera exhaustiva y cuantitativa frente a 18 compuestos que inducen estrés a distintos
niveles en la célula (Tabla 4). En algunos casos estos ensayos se complementaron con
escrutinios de la coleccion de 1200 cepas diploides heterocigotas para genes esenciales (Tabla
5). La coleccidn de que disponemos esta ordenada en 75 placas multipocillo (de 96 pocillos), en
el caso de los mutantes haploides (Euroscarf, Frankfurt, Germany; http://web.uni-frankfurt.de/
fb15/mikro/euroscarf/index.html), y en 13 placas para los mutantes heterocigotos en
esenciales. Esta ultima coleccion ha sido confeccionada por nosotros a partir de la coleccion
general de diploides heterocigotos, y los clones se encuentran distribuidos individualmente en
placas de 96 pocillos. Las colecciones de mutantes se encuentran conservadas a -80°C en
medio YPD con 15% de glicerol.

En resumen, el proceso que seguimos para realizar el escrutinio o “screening” es el
siguiente:

Una vez descongeladas las placas, se procedid a replicarlas manualmente,
mediante la utilizacion de un replicador de 96 de puntas de acero (Nalgene Nunc
International), a placas YPD liquido con G418 (150 pg/ml; Gibco-BRL). Adicionalmente,
en estas placas se inocularon, al menos por duplicado, la cepa parental correspondiente,
asi como cepas mutantes de referencia sensibles y/o resistentes al compuesto a analizar.
Tras aproximadamente 72 horas de incubaciéon a 28°C, y una vez que las cepas
alcanzaron la saturacidn, éstas se replicaron por duplicado a medio sintético completo
liquido (SC) (con las excepciones que se especifican en la Tabla 5) en presencia y
ausencia de las concentraciones previamente determinadas para cada compuesto, y
gue se muestran en la Tabla 5.

A continuacion, utilizando un espectrofotometro lector de placas multipocillo
(modelo 550; Bio-Rad Laboratories), se obtuvieron datos cuantitativos del crecimiento
de cada cepa mediante la medicién de su densidad éptica (D.O.) a 595 nm cada 12-24
horas v durante un periodo de incubacion a 28°C de 3 a 7 dias. Como paso previo a la
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replicacién y a la lectura de las densidades dpticas, las placas multipocillo se agitaron
durante 1 minuto a 1000 rpm en un agitador especifico para este tipo de placas
(Microtec; Infors AG) para alcanzar la total resuspension del cultivo. Entre réplica y
réplica, el replicador se limpid a través de dos pases por agua estéril y esterilizd a la
llama tras un pase por etanol 100%. En general, el medio de cultivo se dispensé de
forma automatica en las placas multipocillo empleando un dispensador de medio
automatizado (microplate dispenser QFILL2; Genetix Limited), en otras ocasiones el
medio se dispensd empleando una pipeta multicanal de 8 o 12 canales (mline pipettor;
Biohit).

Cada cepa fue anotada como sensible o resistente, en comparacién con la cepa
silvestre y con relacién al control sin droga, empleando los datos de D.O. y un sencillo
algoritmo (Fig. 14). Este algoritmo, al que hemos llamado Gl (de “Growth Index”),
permite una doble normalizacidn de las variaciones en la tasa de crecimiento de cada
cepa mutante. Primero, en funcién del crecimiento relativo de cada cepa mutante en
ausencia de exposicion al compuesto (crecimiento intrinseco), lo que permite identificar
los efectos de la delecion. Segundo, en funcidn del crecimiento (ya normalizado) de las
réplicas de la cepa silvestre introducidas como control, lo que representan el efecto de la
exposicion al compuesto de interés. Estos parametros se escogieron para minimizar el
numero de falsos positivos y optimizar la deteccidon de verdaderos positivos. Ademas,
todos los fenotipos fueron confirmados mediante una inspeccion visual del crecimiento
de cada cepa.

ODmT OD wrT
_ —mean|—
OD mUNT OD wrUNT . > 0,5 = Resist.
Gl =
o OD wi' <-0,5 = Sens.
OD wrUNT
n

Figura 14. Algoritmo empleado para determinar la sensibilidad o resistencia a un compuesto dado. El Gl (“Growth
Index”) o indice de Crecimiento es un algoritmo que, mediante la doble normalizacién comentada en el texto,
permite determinar si la cepa mutante mantiene un crecimiento proporcional al crecimiento de la cepa silvestre
tras el tratamiento con un compuesto dado. El denominador de la funcién es una medida de la dispersién de las
variables que, dependiendo del estudio, puede tomar de referencia la cepa silvestre (como se muestra en la figura)
o todas las cepas objeto del ensayo.

Los valores del Gl que se alejan de cero, muestran un crecimiento diferencial de la cepa mutante con respecto
a la cepa silvestre. Asi, de forma general hemos establecido que un GI> 0,5 indica que la cepa mutante es
resistente al compuesto estudiado, mientras que si el Gl es < -0,5 consideramos que la cepa mutante es sensible.

La reproducibilidad del Gl, obtenida entre experimentos independientes realizados en las mismas condiciones,
es muy robusta, aumentando en funcion del tiempo de incubacion con el compuesto de interés en el caso de los
ensayos para determinar sensibilidad, y disminuyendo en el caso de los ensayos de resistencia (no mostrado).

OD: Densidad Optica a 595 nm; m: cepa mutante; WT: cepa silvestre; T: tratado o expuesto al compuesto de
interés; UNT: sin tratar con el compuesto de interés; n: nimero de réplicas; mean: media; SD: desviacién estandar.
Sens.: sensible; Resist.: resistente.

56



Estrategia Experimental y Métodos

*0SEd eped Ud sepeajdwa $9jueInwW ap $aU01223|0D Se| 3P 02119U33 OPUO) [B BIDUBIJ. USJRY (S3|e1DUaSa sauad eded se1081004919y saploldip B/elviN) Ev/7Ag A ‘(0LVIN) TW/YAQ ‘(BLVIN) TYLPAG "OPI|OS Olpaw U sopezijeal soAesud :,
*S9)U1SISaJ SRIUBINW Jed1IUSPI Bled SOABSUD :")sISay

*$9|qISUas saueINW Jedyuap! esed soAesus :'suas

‘uoldepi|ea ap soAesua so| ua epeajdwa uoleUDUO) :['eA]

"|eqo|8 01u1INIIS3 [ UD epeajdwa UQIDEeIUIIUO) :[I5T]

sa.21u] seda) 0jos TvLvAg LadAADs M 009 WM 00€/00T/0S 4 opijejeyey
saua1u] seda) 0|os TvLvAD LadAADs A 00€/00T/0S S8¢-S1  oppouodsag
ugioepl|eA 0[os TvLvAg LadAADS " 000T/009/00% T 00T/09 = = BU||0004S04[19N4]
uoldepl|ep 0|9s 18 747X:] LadAADS W 0z/0T/S WM §2/T = & BUISO4119d
s9IUBISISAY TvivA8  ,AdAADS Iw/8M 5/5'%/S'€/€ - lw/3n e - BUISOJRIN
EvLvAG A |w/87 oy
sopidi]
salualsisay 18 747X:] LadAADS |w/8r 00T/09/0€ e jw/8M 09 & BUISO4|9p] 3P Owisi|joqel1dAl
sa|qisuas TvivAg N - - - AW (W3Q) olesjew |181Q
039]dwo) TvLvAg oS NW €/£C W 9'T/€T Ww 2T AW 9T epiweiq oARRepIXO
sa491u] seda) 0jos 147A7N: | adA jw/81 021/06/0L/0S/0€ - . eulIwoIsSIH
uoldonpesy
012|dwo) TvLYAE s lw/8u 005/52T/529 lw/3ug |w/8u 529 lw/3ug eulleplos e| a1qos

EvLvAG A AT 00
o313]dwo) TvivAg S AW ¥T/T/9°0 AT 09T/08/0%/02 Nw'T Wi 08 V1AV
013/dwo)  E€v/vAd A ZyLvAE AN - |w/8u 00Z/00T/0S - Iw/3u 00T 01eX3J1013N

(soiejoyauy)
odwo)  €v/vA A TyLvAg AN = Jw/3i 00Z/00T/0S - Jw/87i 00T eplwejiueyng odljoqeirsiN
o13|dwo)  €pLYAGATyLPAE  OPNOS AdA lw/8M 05z Jw/8M 05z lw/8M 05z w/8r osz 03uo) oloy

UoPepIIEA O|9S  EVLYAD A ThLvAG adAa Ads Jw/8u 009/05t/00€ |w/8u 002/0ST/00T/0S - = euigunjodse)

EvLvAg A Jw/3u szT |w/3u 00T Je|nj2d
019|dwo) 18747X: ! adAAos |w/8u 009/0S¥/00€/0ST |w/8u 00Z/0ST/00T/0S |w/8u 009 |w/8u 0ST euipuedsownaud pased e| aiqos
o39/dwo) TrLvAD 25 = Jw/Bu G+ |wi/8M 57 - Jw/Bu g+ |w/8M 67 OONv+VdIA

[e1oJed EVLYAL A |w/8u 009/00€ Iw/3u 0ST
013|dwo) TvivAg N - Jw/8u 0ST - Jw/3u 0ST OpIXO-T euljouinboJiu-1
019|dwo) TvLvAg oS < Jw/3r gz - jw/8n gz 021|QU340dIW OpY 02IX030U3D)
olunnasy uod3|0) OIp3IN [*1eA “1sisay] ['1eA suas]  [*2s3 1sisay] [2s3 *suas] oisandwo) saiys3 ap odip

S03159ndwo0d SO| Sp OuUN BPED UOD SOPEZ||ESJ] SOIUIINJIISD SO| U sepeajdwa sauoidipuo) *g ejqel

57



Estrategia Experimental y Métodos

Todos los datos generados en los escrutinios masivos fueron compilados, creando una
base de datos fenotipicos cuantitativos, que nos facilitd la seleccién de las potenciales cepas
sensibles y/o resistentes para su comprobacién y posterior anélisis.

Para confirmar los resultados del escrutinio inicial, se seleccionaron las cepas que, con el
criterio anteriormente definido, fueron consideradas como sensibles y/o resistentes y fueron
recomprobadas individualmente en las mismas condiciones empleadas en el andlisis global.
Ademas, con la mayoria de compuestos se utilizé un rango de concentraciones (ver Tabla 5)
que nos permitié establecer perfiles de sensibilidad/resistencia mas completos y fiables,
identificando asi cepas con alta, media y baja sensibilidad o resistencia. El uso de este tipo de
analisis puede ser una de las razones por la que nuestros ensayos han resultado ser mas
sensibles que otros escrutinios analogos descritos en la literatura.

La base de datos fenotipicos cuantitativos fue completada mediante la integracién de
los nuevos resultados derivados de los ensayos de validacién. En esta base de datos, las
densidades dpticas y las tasas de crecimiento, de cada cepa en cada una de las condiciones
ensayadas, se encuentran ordenadas por columnas de izquierda a derecha con
concentraciones crecientes de cada compuesto y con medidas crecientes a lo largo del
tiempo. Contiene ademads una descripcidn pormenorizada de cada cepa, con su localizacién en
la coleccién, numero de referencia, nombre vy alias, link al SGD, fenotipo y descripcion basada
en el Gene Ontology (ver mas adelante) de los procesos en los que participa la proteina de la
que carece cada mutante.

En los ultimos afos, los estudios y tecnologias gendmicas y protedmicas de alto
rendimiento estan revolucionando el campo de la biologia, pero ante estas nuevas
aproximaciones surgen nuevos retos. El primero, es el disefio experimental en si mismo; el
segundo es el anadlisis estadistico de los resultados vy, el tercero, es la interpretacion bioldgica
de los mismos. Este ultimo es a menudo el reto mas arduo y el que requiere mayor dedicacion
debido a la gran cantidad de datos que se generan y a la complejidad de las interacciones
bioldgicas.

Existen numerosos recursos y herramientas bioinformaticas (ver Cuadros 3 y 4 en la
Introduccion) que resultan de gran ayuda para el procesamiento y la interpretacion bioldgica
(funcional) de datos a gran escala; ya procedan de estudios de expresion génica, protedmicos,
fenotipicos, o cualquier tipo de ensayos que genere datos a gran escala en forma de grupos de
genes o proteinas relacionados. Entre estas herramientas bioinformaticas, por su aplicacién a
este trabajo, cabe destacar las siguientes:

4.1- Bases de Datos

Entre las bases de datos utilizadas para el andlisis de nuestros datos destacan, aquellas
generales como Entrez (Schuler et al., 1996); de analisis proteinas, PDB (Berman et al., 2000),
UniProt (Apweiler et al., 2004), InterPro (Apweiler et al., 2000), PROSITE (Bairoch, 1991), Pfam
(Sonnhammer et al., 1997), SMART (Ponting et al., 1999); y de secuencias, BLAST (Altschul et
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al., 1997); aquellas generales de la levadura, SGD (Cherry et al., 1998) y CYGD de MIPS (Mewes
et al., 1997); especificas de interacciones moleculares como BIND (Bader et al., 2001), DIP
(Xenarios et al., 2000), GRID (Breitkreutz et al., 2003b) y MINT (Zanzoni et al., 2002);
especificas de estudios de expresidn génica a gran escala como yMGV (Marc et al., 2001),
Expression Connection del SGD, Stanford MicroArray Database (Sherlock et al., 2001) y
Omnibus (Edgar et al., 2002); especificas de rutas como KEGG (Kanehisa and Goto, 2000), Yeast
Biochemical Pathways (del SGD) y MetaCyc (Krieger et al., 2004)); especificas de factores de
transcripcion, TRANSFAC (Wingender et al., 1996); especificas de localizacién de proteinas,
Yeast GFP Fusion Localization Database (Huh et al., 2003) y especificas de morfologia, SCMD
(Saito et al., 2004). La busqueda de referencias bibliograficas se realizé a través de la base de
datos PubMed y en determinadas ocasiones empleando herramientas de extraccion de
informacién como Textpresso del SGD (Muller et al., 2004) o Chilibot (Chen and Sharp, 2004).

La integracién de la informaciéon contenida en algunas de las bases de datos nombradas
junto con la bibliografia pertinente nos ha ayudado a interpretar determinados aspectos de
nuestros analisis.

4.2- Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000])

Es un vocabulario jerarquizado, unificado, estandar y controlado, pero a su vez
dindmico y flexible, para describir las caracteristicas bioldgicas de un producto génico en
cualquier organismo. Fue desarrollado en el afio 2000 por el consorcio GO (GO Consortium:
http://www.geneontology.org), para suplir la falta de un lenguaje comin que describiera las
caracteristicas de cualquier producto génico en las diferentes bases de datos, que pudiera ser
aplicado a todos los organismos, y que proporcionase una terminologia biolégica unificada
para anotar dichas caracteristicas en las bases de datos especificas de cada organismo (FlyBase
(FlyBase Consortium 2002), Saccharomyces Genome Database (SGD; Cherry et al., 1998),
Mouse Genome Database (MGD; (Blake et al., 2002)), y WormBase (Stein et al., 2001)). Su
estructura en arbol esta dividida en tres categorias independientes:

- Molecular function: es la actividad o funcién que cumple el producto de un gen (p. €j.
factor de transcripcidon, DNA helicasa, etc).

- Biological process: son los procesos biolégicos en un sentido amplio, como “mitosis” o
“metabolismo de purinas”, etc, que son llevados a cabo por conjuntos ordenados de
funciones moleculares.

- Cellular component: son las estructuras subcelulares, localizaciones, complejos
macromoleculares (p. ej. nucleo, telémero, complejo de reconocimiento del origen,
etc).

La idea es que cualquier gen pueda ser clasificado en estas categorias; o dicho de otra
forma, que el producto de cualquier gen individual tiene una funcidn molecular, es parte de
algun proceso bioldgico y ocurre en algin componente celular. El uso de este vocabulario
permite, explorando las bases de datos gendmicas, comparar genes de distintas especies y
vincular genes relacionados entre si utilizando palabras que describan sistematicamente sus
funciones, independientemente de cémo se denominen los genes.

El reciente desarrollo de proyectos gendmicos a gran escala y la informacidon masiva que
generan, ha impulsado el desarrollo de programas bioinformaticos, normalmente de libre
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acceso, que automatizan la caracterizacion funcional de listas de genes, independientemente
de su tamafio, facilitando el andlisis y la organizacién de los resultados para una rdpida
interpretacion de los mismos. En esencia, estos programas agrupan listas de genes de interés
conforme a los términos GO que comparten. Ademas, realizan cdlculos estadisticos de
enriquecimiento para determinar si la categoria comun al grupo de genes objeto de estudio
estd sobre-representada en comparacién con su distribucion en el genoma, y elaboran
representaciones graficas de las relaciones funcionales entre los genes. En definitiva, ayudan a
comprender qué caracteristicas son comunes entre los genes objeto de estudio, e identificar
las categorias funcionales mas afectadas por cada uno de los compuestos empleados y su
evaluacidn estadistica.

Los programas que hemos empleado en nuestros andlisis se basan fundamentalmente
en GO; aunque algunos, como FUNSPEC (Robinson et al., 2002), consultan de forma paralela
varias bases de datos (MIPS, GO, SMART y Pfam) y son capaces de identificar otros atributos
compartidos de forma significativa por el grupo de genes de interés.

Algunas aplicaciones recientes derivadas de Gene Ontology se basan en predecir la
funcidn de génica a partir de las anotaciones de GO de distintos organismos (King et al.,
2003), o en combinacion con datos de interacciones proteicas (Deng et al., 2004), e incluso en
predecir la localizacion subcelular (Lu and Hunter, 2005).

4.3- Redes de Interacciones Moleculares

Otros recursos bioinformaticos empleados, como los programas Osprey (Breitkreutz et
al., 2003a) o Cytoscape (Shannon et al., 2003), integran los datos fendtipicos obtenidos con los
datos de interacciones globales de estudios a gran escala realizados previamente. Estas
herramientas permiten visualizar complejas redes de interaccién entre los genes, y asignan
posibles funciones a ORFs sin caracterizar basandose en las interacciones fisicas, genéticas y
funcionales descritas en la levadura. Sirven, ademds, para extraer informacidn bioldgica
significativa de los datos gendmicos y hacer predicciones biolégicas basandose en la premisa
“culpable por asociacién” (“guilt-by-association”).

4.4- Agrupaciones Jerarquicas (“Hierarchical Clustering”)

El empleo de agrupaciones jerarquicas (“hierarchical clustering”) se debe a Ia
complejidad de los resultados obtenidos en los escrutinios exhaustivos, en los que se
determinaron los patrones de sensibilidad y resistencia conforme a un amplio rango de
concentraciones y en funcidn del tiempo. Asi, en el caso de los escrutinios realizados con los
compuestos antifungicos pneumocandina y caspofungina se utilizé el programa Spotfire
(www.spotfire.com) para obtener “clusters” jerarquicos aplicando el método de Ward (Ward,
1963). En general, los mutantes de interés se agruparon en el eje vertical en funcién de la
semejanza de sus perfiles de sensibilidad o resistencia frente a concentraciones crecientes de
droga y tiempo (eje horizontal). El andlisis de estos “clusters fenotipicos” puede revelar
modulos bioldgicos (funciones bioldgicas) particularmente sobre-representados. Este tipo de
aproximacion fue empleada en principio en estudios gendmicos transcripcionales para
identificar genes con un patrén de expresidn similar (Eisen et al., 1998), y mas recientemente
se ha aplicado en estudios fenotipicos a gran escala para identificar mutantes con un fenotipo
comun, ya sea de resistencia o sensibilidad frente a una condicién estresante (Begley et al.,
2002; Giaever et al., 2002), de actividad enzimdtica, o de transporte (Lesuisse et al., 2005).
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5.1- Compuestos Utilizados

.z

La descripcion de los compuestos que se han empleado en este trabajo se encuentran

resumidas en la Tabla 4, y las especificaciones de los mismos se muestran resumidas en la

Tabla 6. Ademas, las estructuras quimicas de los compuestos se pueden consultar en la Figura 15.

5.2- Microorganismos Utilizados

Las colecciones de mutantes de la levadura S. cerevisiae empleadas en este trabajo, han

sido descritas ampliamente tanto en la Introduccion como en el segundo apartado de esta

.z

seccion.
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Figura 15. Estructuras quimicas de los compuestos empleados en este trabajo. Obtenidas de la base de datos del
NIH, ChemIDplus: http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/, a excepcidn de la estructura correspondiente a ES-285.
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En algunos de los ensayos con determinados compuestos, se decidié profundizar en el
estudio del mecanismo de accidn de los mismos y/o en la caracterizacion funcional de algunos
mutantes. Para ello se emplearon, aparte de las técnicas de biologia molecular habituales
(Sambrook and Russell, 2001), métodos y materiales adicionales que a continuacién
describiremos:

6.1- Ensayos de Crecimiento en Sélido: Diluciones en Gota

Este tipo de ensayos se realizé para validar o comprobar la sensibilidad/resistencia de
determinados mutantes a algunos de los compuestos objeto de estudio y, en el caso del rojo
congo para realizar el escrutinio de la coleccion completa de mutantes. Para realizar estos
ensayos, las cepas de interés se incubaron en medio rico a 28°C durante 2-3 dias,
generalmente en placas multipocillo. Posteriormente, se igualaron las concentraciones de
células iniciales de cada cepa, y se hicieron de 4 a 6 diluciones seriadas generalmente en agua
estéril (se observé que en las diluciones realizadas en medio rico la adhesién del liquido a la
superficie de acero de la punta del replicador era menor y desigual, provocando que las
réplicas fueran heterogéneas). Para realizar las réplicas a medio sélido, se empled un replicador
de 48 puntas planas de acero (Replica plater for 96 well plate 8 x 6 Array, Sigma-Aldrich). La
limpieza y esterilizacion del replicador se realizé como se ha descrito en el segundo apartado
de esta seccion. Las placas de medio sdlido se incubaron 4-6 dias y se obtuvieron imagenes de
las mismas cada 12-24 horas (mediante un escaner o con una camara de fotos digital).

6.2- Escrutinio Sistematico de la Coleccion de Mutantes de Delecion de
S. cerevisiae en Medio Saélido con Rojo Congo

El rojo congo absorbe en el espectro empleado para determinar la D.O., es por ello que
en este caso se decidid realizar el escrutinio de coleccion completa de mutantes en medio
solido. Para ello se ided una variacion del protocolo de crecimiento en sélido mediante
diluciones en gota, que acabamos de describir. En este caso, las placas de 96 pocillos
conteniendo las cepas de la coleccidon se incubaron en medio rico a 28°C durante 2-3 dias,
hasta que la mayoria de cepas alcanzaron la confluencia. Entonces, se empled el replicador de
48 puntas planas de acero para hacer una diluciéon 20 de cada placa en una placa multipocillo
con agua estéril (dicha dilucidn se escogid previamente de manera empirica mediante ensayos
piloto en los que se emplearon varias diluciones). Posteriormente, las cepas “diluidas” se
inocularon, empleando dicho replicador, en placas petri con medio rico sélido control (sin rojo
congo) y problema (con la concentracién de rojo congo indicada en la Tabla 5). En cada placa
de la coleccidn se inoculd al inicio del experimento la cepa mutante de referencia s/t24,
descrita en la literatura como sensible. Puesto que la determinacion del fenotipo es, en este
caso, cualitativa, se empled el crecimiento de dicha cepa junto con el de la cepa silvestre, como
referencia para determinar la sensibilidad o resistencia de cada cepa mutante al rojo congo.
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6.3- Ensayos de Fidelidad de la Traduccion

La determinacidén de la tasa de traduccion a través de un coddn de parada (“Translation
termination codon readthrough”, también conocido como “Nonsense suppression assays”), se
realizd mediante la transformacién de las cepas mutantes dphA y de la cepa silvestre con un
sistema de vectores de expresion especializado. Este sistema de plasmidos contiene el gen
“reporter” lacZ bajo el control del promotor del gen de la 3-fosfoglicerato quinasa (PGK1)
(Stansfield et al., 1995). En la fusion de ambos se han introducido en fase, los codones de
parada prematura UAA (pUKC817), UAG (pUKC818), o UGA (pUKC819), de forma que la
omisidn de los mismos resulta en la activacién de la R-galactosidasa, cuyos niveles de actividad
son cuantificables mediante un ensayo colorimétrico con el sustrato orto-nitrofenil-B-
galactopiranosido (ONPG). Los niveles de supresién se calcularon en funcién del ratio de
actividad B-galactosidasa de cada una de las cepas transformadas con los plasmidos pUKC817,
pUKC818, o pUKC819, con el correspondiente al transformante con el pldsmido control
pUKC815, que carece de coddn de parada prematuro (Firoozan et al., 1991). En el ensayo se
emplearon, al menos, dos transformantes independientes de cada una de las cepas.

La determinacion de la tasa de cambio de fase de lectura de la traduccidn se analizé
mediante la transformacién de las cepas dphA y de la cepa silvestre con una bateria de
vectores de expresion con un sistema dual del gen “reporter” de la luciferasa. Estos vectores
constan del promotor de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH1) y las secuencias de las
luciferasas de Renilla y de luciérnaga. En el pldsmido control (pYDL-control) ambas luciferasas
se encuentran en fase por lo que, mediante un ensayo luminométrico, es posible detectar la
actividad de ambas luciferasas. Los plasmidos problema presentan insertadas entre ambas
luciferasas unas secuencias que actuan como seiales de cambio de fase ribosomica
programada (PRF, de “Programmed Ribosomal Frameshift’) (Harger and Dinman, 2003). En
nuestro caso se emplearon los plasmidos con las sefiales PRF de los virus L-A (en direccién 5" o
-1)(pYDL-LA) y Tyl (en direccion 3" o +1) (pYDL-Ty1), proporcionados por el grupo del Dr.
Dinman. Los niveles de PRF se calcularon como el ratio de la actividad luciferasa (luciérnaga/
Renilla) de cada cepa transformada con los pldsmidos problema, relativo al mismo ratio en la
correspondiente cepa transformada con el plasmido control (Harger and Dinman, 2003). Se
utilizaron, al menos, tres clones independientes de cada una de las cepas transformantes, en
los que para determinar la actividad luciferasa dual se dispuso del kit Dual-Luciferase® Reporter
Assay System (Promega Corporation) y de un lumindmetro (MiniLumat LB 9506 Luminometer,
de Berthold).

6.4- Ensayos de Incorporacion de Edelfosina-°H a Gran Escala en S. cerevisiae

Uno de los objetivos del proyecto relativo al escrutinio con el agente antitumoral
Edelfosina ha sido la identificacién de mutantes de S. cerevisiae con dificultades para
incorporar una modificacion tritiada del mismo. La estrategia ingeniada ha consistido en la
realizacion de un ensayo de incorporacion de Edelfosina-3H entre los 94 mutantes que
resultaron mas resistentes en los escrutinios con la coleccion de 4800 cepas deletantes
haploides MATa realizados en presencia de dicho compuesto.

A continuacién, desglosaremos los detalles de este ensayo de incorporaciéon de
Edelfosina-3H a gran escala, ya que creemos que pueden servir como ejemplo para la
realizacién de otros ensayos analogos. En primer lugar, a partir de una placa “master” de 96

64



Estrategia Experimental y Métodos

pocillos conteniendo las cepas mutantes de interés, las correspondientes cepas control, y
pocillos de control vacios, se realiza una réplica a una placa multipocillo tipo “deep well” con 1
ml de YPD. Esta placa se incuba a 28°C y en agitacion a 1000 rpm (Microtec; Infors AG), y cada
cierto tiempo se monitoriza la D.O. 595 nm hasta que las células se encuentren en fase
logaritmica y con un nimero de células aproximado en las cepas analizadas. En ese momento,
con una pipeta multicanal se afiade a cada una de las cepas el compuesto marcado con tritio y
se continua la incubacién en las mismas condiciones durante 20-30 minutos. En nuestro caso,
se afiadid el volumen de Edelfosina-3H necesario para obtener una concentracién final de entre
20y 40 ug/ml y alrededor de 20000-30000 cpm (cuentas por minuto), que dependiendo de la
concentracidn del stock empleado oscilaba entre 20 y 50 ul. Tras el periodo de incubacion en
presencia del compuesto marcado, se centrifuga la placa multipocillo a 4000 rpm durante 7
minutos, e inmediatamente se desecha el sobrenadante en un contenedor adecuado.
Posteriormente se procede a lavar por cuadruplicado cada una de las cepas, resuspendiendo
en cada lavado cada cepa en 500-700 ul de PBS-BSA 3% (Buffer de fosfato salino con 3% de
seroalbumina bovina) mediante el empleo de una pipeta multicanal, y centrifugando en las
condiciones descritas. Al final, se resuspenden las cepas en 500 pl de PBS y se toma una
alicuota de cada una para hacer una dilucion y determinar la concentracion final de células por
pocillo. Por ultimo, se transfieren las cepas a viales con 1,5 ml de liquido de centelleo v,
mediante un contador de centelleo, se determina el nimero de cpm. Las cpm de cada cepa se
normalizan con respecto a la concentracion final de células de cada cepa y se comparan con las
de la cepa control. En nuestro caso el ensayo a gran escala se realizé6 por duplicado, y la
posterior validaciéon de las cepas mutantes que no incorporaron Edelfosina-3H se realizé por
triplicado.
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Esta seccién de la memoria recoge una parte del trabajo experimental desarrollado
durante el periodo de tesis, incluyendo la metodologia especifica y la discusién. Se han
seleccionado Unicamente aquellas lineas de investigacidon que han conducido a la publicacion
de articulos en revistas internacionales. Esto es asi debido a la conveniencia de presentar
solamente los trabajos que han sido desarrollados en su totalidad. No obstante, las
condiciones y concentraciones empleadas en cada uno de los escrutinios han quedado
reflejadas en la seccidén Estrategia Experimental y Métodos (Tabla 5), para que puedan ser
consultadas. Los resultados de las restantes lineas de investigacién en las que se utilizan
algunos de los compuestos descritos (Tablas 4, 6 y 7) pero cuyos resultados no son presentados
en esta memoria, seran préximamente objeto de nuevas publicaciones.

Asi, esta seccion consta de tres capitulos; cada uno de los cuales expone una linea de
investigacién independiente, aunque enmarcadas dentro del objetivo global de este trabajo y
que da titulo a esta memoria: PERFILES DE INTERACCION QUIMICO-GENOMICOS EN SACCHAROMYCES
CEREVISIAE: RESPUESTA A AGENTES ESTRESANTES.

Cada capitulo consta de un articulo publicado en prensa y estd precedido por los
antecedentes y los objetivos concretos que se plantearon al inicio de cada trabajo. Los
capitulos, incluyen una introduccion adicional a la publicada sobre el compuesto objeto del
trabajo y, en su caso, sobre la diana o dianas del mismo, cuyo objetivo es facilitar una mejor
comprension del contexto biolégico. En el caso del Capitulo I, la introduccién es mas extensa
puesto que el trabajo estd centrado en un mecanismo bioldégico sumamente complejo, el
ribosoma en translocacion. Ademas, tras el articulo del Capitulo Il se han afiadido resultados
adicionales que no se incluyeron en el articulo, asi como la discusién de los mismos.

Los articulos incluidos en cada capitulo son:

Capitulo | (Botet et al., 2007)

Botet J, Mateos L, Revuelta JL, Santos MA.

A Chemogenomic Screening of Sulfanilamide-Hypersensitive Saccharomyces cerevisiae
Mutants Uncovers ABZ2, the Gene Encoding a Fungal Aminodeoxychorismate Lyase. Eukaryot
Cell. 2007 Nov;6(11):2102-11. Epub 2007 Sep 14.

Capitulo Il (Botet et al., 2008)

Botet J, Rodriguez-Mateos M, Ballesta JP, Revuelta JL, Remacha M.

A Chemical Genomic Screen in Saccharomyces cerevisiae Reveals a Role for Diphthamidation of
Translation Elongation Factor 2 in Inhibition of Protein Synthesis by Sordarin. Antimicrob
Agents Chemother. 2008 May;52(5):1623-9. Epub 2008 Feb 19.

Capitulo Ill (Gaillard et al., 2009)

Gaillard H, Tous C, Botet J, Gonzalez-Aguilera C, Quintero MJ, Viladevall L, Garcia-Rubio ML,
Rodriguez-Gil A, Marin A, Arifio J, Revuelta JL, Chavez S and Aguilera A.

Genome-Wide Analysis of Factors Affecting Transcription Elongation and DNA Repair: a New
Role for PAF and Ccr4-Not in Transcription-Coupled Repair. PLoS Genetics. 2009 Feb;
5(2):€1000364. Epub 2009 Feb 6.
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Capitulo |

Capitulo I: Sulfanilamida

1.- Sulfanilamida: Antecedentes y Objetivos

Nuestro grupo ha estado tradicionalmente interesado en el estudio y la manipulacion
molecular de distintas rutas metabdlicas de levaduras y hongos, normalmente enfocado hacia
la sobreproduccion de vitaminas. Es por ello que, en el contexto de este proyecto, nos
planteamos el empleo de antimetabolitos, en concreto sulfanilamida, metotrexato y
pemetrexed (Alimta®), como herramienta para tratar de identificar los puntos criticos en las
rutas metabdlicas afectadas por estos compuestos, asi como para la posible identificacion de
nuevos productos génicos que intervinieran en las mismas.

En este sentido, nuestro trabajo ha consistido en la realizacién de escrutinios fenotipicos
con la coleccion completa de mutantes de delecidon de S. cerevisiae, en presencia de los
agentes sulfanilamida, metotrexato y pemetrexed. Adicionalmente, se ha caracterizado la
respuesta transcripcional global de la levadura tras el tratamiento con concentraciones
subinhibitorias de metotrexato.

Los resultados obtenidos con los compuestos metotrexato y pemetrexed no se
incluyeron en el articulo correspondiente al escrutinio realizado con sulfanilamida y seran
objeto de su publicacién independiente. Tampoco se han incluido en esta memoria por su
complejidad.

Por tanto, el objetivo concreto de este apartado de la memoria consiste en:

- El analisis del mecanismo de accién de la sulfanilamida sobre el metabolismo y
la fisiologia celular de la levadura mediante la identificacién de genes de S.
cerevisiae esenciales y no esenciales cuya deleciéon provoca hipersensibilidad a
dicho compuesto. Para ello se han utilizando las colecciones de mutantes
deletantes haploides y mutantes deletantes heterocigotos.

3.- Los Folatos y su Biosintesis

Los folatos, formas solubles de la vitamina By, tienen un papel esencial en el
metabolismo, donde actian como cofactores en numerosas reacciones. Asi, los folatos actian
como donadores o aceptores de moléculas de un carbono en la biosintesis de metabolitos
esenciales, como purinas, timidina, o de aminoacidos como metionina, glicina, serina e
histidina (Appling, 1991; Blakley and Benkovic, 1984).

El metabolismo de los folatos es la diana de numerosos farmacos, incluyendo
antibidticos (trimethoprim y sulfonamidas), y agentes antitumorales (metotrexato y
pemetrexed) (Gangjee et al., 2007; Gangjee et al., 2008). Su empleo como diana antitumoral se
basa en que procesos que precisen una proliferacién celular rdpida, como la embriogénesis
(Tamura and Picciano, 2006) o el cancer (Ferguson and Philpott, 2008), son particularmente
sensibles a los niveles de folatos intracelulares. Por otro lado, la base de su actividad
antimicrobiana radica en la esencialidad de la ruta de novo de sintesis de folatos en
procariotas, eucariotas unicelulares, hongos, y plantas, y en la ausencia de dicha ruta en
animales que, por tanto, dependen de la toma de acido félico en la dieta.
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Figura 16. Estructura quimica del tetrahidrofolato en forma poliglutamada. El anillo de pteridina de los folatos se
puede encontrar en distintos estados de oxido/reduccién, desde la forma mas oxidada (folato), a la forma
intermedia (dihidrofolato, DHF), hasta la mas reducida (tetrahidrofolato, THF). El THF puede ser modificado en N5
y N10 mediante la adicién de “especies” de un carbono (grupos metil, formil, etc.) para formar los siguientes
folatos: 5-metil-THF, 5-formil-THF, 5-formimino-THF, 10-formil-THF, 5,10-metenil-THF, y 5,10-metilen-THF, los
cuales son donadores activos de un carbono en numerosas reacciones biosintéticas. En S. cerevisiae el DHF es
monoglutamado por la enzima dihidrofolato sintasa (DHFS). El THF es poliglutamado por la enzima
folilpoliglutamato sintasa, lo que incrementa la retencion celular de los folatos y mejora la eficiencia de las
reacciones en las que son substratos.

Los folatos son moléculas tripartitas formadas por una pteridina, el acido para-
aminobenzdico (PABA) y una cola formada por un nimero variable de glutamatos (Fig. 16). La
ruta metabdlica de sintesis e interconversion de folatos es bastante compleja y se inicia con la
sintesis de los precursores de la pteridina a partir de GTP, mientras que el PABA se sintetiza a
partir de corismato. Posteriormente, i) la molécula de PABA se condensa con la
dihidropteridina pirofosfato (DHP-PP) por la accién de la enzima dihidropteroato sintasa (DHPS)
para formar dihidropteroato (DHP); después, ii) la adicién de glutamato al DHP catalizada por la
enzima dihidrofolato sintasa (DHFS) da lugar a dihidrofolato (DHF); y por ultimo, iii) la
reduccién del DHF da lugar a tetrahidrofolato (THF), a través de una reaccién catalizada por la
dihidrofolato reductasa (DHFR) (Fig. 17). El THF y sus derivados son las moléculas empleadas
como cofactores en la biosintesis de nucleétidos y de algunos aminoacidos y vitaminas. El THF
se transforma en 5,10-metilen THF, cofactor que participa en reacciones de intercambio de
moléculas de un carbono (“one carbon metabolism”) y en la sintesis de timidina monofosfato
(TMP), donde la enzima timidilato sintasa (TS) genera como subproducto DHF (Blakley and
Benkovic, 1984) (Fig. 17). Las interconversiones entre los folatos y su participacion como
cofactores en el metabolismo de un carbono tienen lugar tanto en el citoplasma como en la
mitocondria (Appling, 1991).

2.- Sulfanilamida

La sulfanilamida (ver Fig. 15) es un compuesto de la familia de las sulfamidas o
sulfonamidas, los primeros agentes antimicrobianos en ser sintetizados quimicamente de
forma sistematica y que son ampliamente empleados en la actualidad para el tratamiento de
infecciones bacterianas, fungicas y protozoarias. Estos compuestos son andlogos estructurales
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Figura 17. Ruta de sintesis de folatos en S. cerevisiae. Figura adaptada a partir del esquema obtenido de la seccion
“Yeast Biochemical Pathways” del SGD (http://www.yeastgenome.org/biocyc/). La sulfonamidas bloquean la ruta
de sintesis de folatos mediante la inhibicion competitiva de la enzima DHPS (Foll en S. cerevisiae). Ademas, la
mimetizacion de la molécula de PABA es tan perfecta que las sulfonamidas pueden condensarse con la pteridina
(DHP-PP) compitiendo in vivo con el DHF. En comparacion, los antifolatos metotrexato ( ¥ ) y pemetrexed ( ¢ )
inhiben a la DHFR. Estas moléculas en su forma poliglutamada inhiben también otras enzimas como la TS, y las
enzimas 5-aminoimidazol 4-carboxamida ribonucleétido formiltransferasa (AICARFT, Adel6 y Adel7 en S.
cerevisiae) y glicinamida ribonucleétido formiltransferasa (GARFT, Ade8 en S. cerevisiae) de la ruta de sintesis de
purinas (no mostradas en la figura).
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del PABA, una molécula intermediaria en la ruta de novo de sintesis de folatos,y actian como
inhibidores competitivos de la misma (Brown, 1962).

Las sulfamidas no sélo compiten con el PABA sino que también son condensadas con
DHP-PP para formar sulfa-DHP (Patel et al., 2003) y, de esta forma, compiten in vivo con el DHF
e inhiben el crecimiento en la levadura (ver Fig. 17).

Las nuevas tecnologias de secuenciacién permiten que el numero de genomas
secuenciados crezca de forma exponencial, proporcionando informacién inestimable acerca de
la secuencia de miles de genes. Los genes codifican, en general, proteinas con una o multiples
funciones, pero en su mayoria dichas funciones son desconocidas o estan poco caracterizadas.
Uno de los retos actuales de la biologia es desentraiar la funciéon o funciones de todos los
productos génicos de un organismo (Dolinski and Botstein, 2005). No obstante, trece afios
después de la secuenciacion del genoma de S. cerevisiae aun permanecen sin caracterizar 975
ORFs, que representan alrededor del 15% de los potenciales ORFs identificados hasta la fecha
en este organismo (ver Fig. 2). Las posibles causas de la dificultad en la caracterizaciéon
funcional de este nimero relativamente alto de genes son: i) la redundancia funcional; ii) la
ausencia de fenotipo de los mutantes; vy iii) que son genes prescindibles en las condiciones de
crecimiento en el laboratorio (Pena-Castillo and Hughes, 2007).

Como ya apuntamos en la Introduccidn, la disrupcién génica es una aproximacion muy
eficaz para determinar, mediante el andlisis de los fenotipos, la funcion bioldgica de un ORF no
caracterizado. Asi, entre las aplicaciones surgidas de los estudios basados en las colecciones de
mutantes de delecién estd la caracterizacion funcional de ORFs de funcidn desconocida
(Alamgir et al., 2008; Downey et al., 2006; Measday et al., 2005). Sin embargo, la falta de
informacion relativa a estos ORFs sin caracterizar, ha conducido a que sean frecuentemente
ignorados por los investigadores en los escrutinios a gran escala.

El trabajo que se presenta a continuacidn en el articulo adjunto, es un ejemplo de la
utilidad de este tipo de aproximaciones, no sélo para tratar de comprender los mecanismos de
accion de los compuestos objeto de estudio sino también para la caracterizacion funcional de
proteinas de funcién desconocida.

NOTA: En el articulo correspondiente al escrutinio con el antifungico sordarina (Botet et al.,
2008) hay una errata en la pagina 1628, donde dice YLRO43w deberia ser YLR143w.
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Large-scale phenotypic analyses have proved to be useful strategies in providing functional clues about the
uncharacterized yeast genes. We used here a chemogenomic profiling of yeast deletion collections to identify the
core of cellular processes challenged by treatment with the p-aminobenzoate/folate antimetabolite sulfanil-
amide. In addition to sulfanilamide-hypersensitive mutants whose deleted genes can be categorized into a
number of groups, including one-carbon related metabolism, vacuole biogenesis and vesicular transport, DNA
metabolic and cell cycle processes, and lipid and amino acid metabolism, two uncharacterized open reading
frames (YHI9 and YMR289w) were also identified. A detailed characterization of YMR289w revealed that this
gene was required for growth in media lacking p-aminobenzoic or folic acid and encoded a 4-amino-4-
deoxychorismate lyase, which is the last of the three enzymatic activities required for p-aminobenzoic acid
biosynthesis. In light of these results, YMR289w was designated ABZ2, in accordance with the accepted
nomenclature. 4ABZ2 was able to rescue the p-aminobenzoate auxotrophy of an Escherichia coli pabC mutant,
thus demonstrating that ABZ2 and pabC are functional homologues. Phylogenetic analyses revealed that Abz2p
is the founder member of a new group of fungal 4-amino-4-deoxychorismate lyases that have no significant
homology to its bacterial or plant counterparts. Abz2p appeared to form homodimers and dimerization was

indispensable for its catalytic activity.

Tetrahydrofolate (vitamin By) and its folate derivatives are
essential cofactors in all organisms and play a central role in
one-carbon metabolism (2, 6). In their reduced form, folates
act as the major cellular donors of one-carbon units in reac-
tions involved in the synthesis of a wide variety of essential
compounds such as glycine, methionine, purines, thymidylate,
pantothenic acid, and N-formylmethionyl-tRNA (2). Folate
deficiency provokes misincorporation of uracil into the DNA
and chromosome breaks during the repair by uracil-DNA gly-
cosylase and apyrimidinic endonuclease (7). Moreover, low-
folate diets are associated with increased risk of developing
cancer, and neural tube defects can be prevented by folic acid
supplementation in early pregnancy (16).

Whereas most prokaryotes, microbial eukaryotes, and plants
are able to biosynthesize folate de novo, mammals have lost
this capacity, and they therefore rely on its dietary ingestion to
meet their metabolic needs. Accordingly, mammals have
evolved highly sophisticated uptake processes for transporting
folates into cells, the reduced folate carrier being the primary
route for the entry of reduced folates (28). The absence in
mammals of a folate biosynthetic pathway has provided the
basis for the development of antifolate sulfa drugs such as
sulfonamides and sulfones, which deplete pathogenic micro-
bial cells of essential growth folate (38).
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The study of the folate biosynthetic pathway has been re-
stricted to a few species of bacteria and plants (4, 5, 15). The
folate molecule is tripartite, comprising of pteridine, gluta-
mate, and p-aminobenzoate (PABA) moieties. In Escherichia
coli, folic acid is biosynthesized by coupling of PABA and
7,8-dihydro-6-hydroxymethylpterin pyrophosphate to produce
7,8-dihydropteroate, which is subsequently glutamylated to
give 7,8-dihydrofolate and reduced to yield tetrahydrofolate.
The PABA moiety is synthesized in two steps catalyzed by two
separate enzymes (Fig. 1). In bacteria, aminodeoxychorismate
synthase (a heterodimeric enzyme formed by the association of
the subunits encoded in E. coli by pabA and pabB) synthesizes
4-amino-4-deoxychorismate (ADC) from chorismate and glu-
tamine (15). However, the pathway leading to PABA in Sac-
charomyces cerevisiae has not yet been completely elucidated.
A bifunctional gene (ABZI) encodes a protein bearing simi-
larity to the two components (PabA and PabB) of ADC syn-
thase described for E. coli (9). However, the gene that pre-
sumably encodes ADC lyase in yeast remains to be identified.
Based on a large-scale screening of yeast mutants hypersensi-
tive to the toxic PABA-analogue sulfanilamide, we identified a
gene of previously unknown function (YMR289w/ABZ?2) that is
required for the biosynthesis of PABA. Here we show that the
enzyme encoded by ABZ?2 is needed to convert ADC to PABA.
On the basis of sequence similarity, the product of ABZ2 is
representative of a group of relatively homologous ADC lyases
from fungi that are distantly related to the prokaryotic and
plant enzymes. This finding completes the identification of the
10 enzymatic steps that convert PABA and GTP into tetrahy-
drofolate in the pathway for vitamin B, biosynthesis in yeast.
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FIG. 1. Biosynthesis of PABA in E. coli and in S. cerevisiae. Names
in italics show the E. coli genes that encode the enzyme. PabA and
PabB associate to form the ADC synthase complex. Name in italics
and in parentheses represents the corresponding S. cerevisiae gene;
ABZ1 encodes a bifunctional PabA-PabB ADC synthase. pABA,
PABA.

MATERIALS AND METHODS

Yeast strains and growth conditions. The collection of nonessential haploid
MATa yeast deletion strains derived from parental strain BY4742 (MATo his3A1
leu2A0 lys2A0 ura3A0) was obtained from Euroscarf (Frankfurt, Germany; http:
//web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/index.html), while the essential het-
erozygous diploids set was obtained from Invitrogen (catalog no. 95401.H5R3).
The deletion strains were generated by the Saccharomyces Genome Deletion Project
(http://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project/deletions3
.html) by replacing the target gene with a kanamycin resistance cassette,
KanMX4, by means of a PCR-based gene disruption strategy (44).

Yeast strains were grown on standard rich medium YPD (1% yeast extract, 2%
Bacto peptone, 2% glucose) and synthetic minimal medium (SMM) (43) sup-
plemented with the nutritional requirements of the parental strain. Agar (2%)
was added for solid plates. All yeast cultures were incubated at 28°C.

Large-scale sulfanilamide sensitivity screenings. Approximately 4,800 haploid
deletion strains in the BY4742 background and 1,100 heterozygous essential
diploids were screened for hypersensitivity to sulfanilamide in liquid SMM. The
strains were pinned from 96-well frozen stock plates by using a stainless steel
96-pin replicator (Nalgene Nunc International) into 96-well plates containing
150 pl of liquid YPD medium supplemented with G418 (150 pg/ml; Gibco-
BRL). Several replicates of the corresponding wild-type strain were included in
the master plates to minimize experimental noise due to intra- and interexperi-
mental variations. The plates were incubated at 28°C for 3 days and then pin-
replicated onto liquid SMM 96-well plates containing either no drug or 200 pg
of sulfanilamide (Sigma)/ml. Plates were incubated at 28°C, and growth was
scored quantitatively every 24 h over a period of 5 days by obtaining readings of
the optical density at 595 nm, using a microplate reader spectrophotometer
(model 550; Bio-Rad Laboratories). Putative sulfanilamide-hypersensitive
strains identified during the screening of the yeast knockout collection were
further retested at least in duplicate under the same conditions described for the
screenings. Strains with enhanced sensitivity to sulfanilamide were selected based
on a growth inhibition (GI), after 96 h of sulfanilamide treatment, of >75%. The
GI was calculated according to the following equation: GI = 100 X [(growth of
mutant in control medium - growth of mutant in drug-containing medium/
growth of mutant in control medium)].

Functional complementation assays. For complementation assay of the E. coli
PabC function, a pabC deletion mutant was constructed in the E. coli strain
BW25113 background according to published procedures (8). Briefly, a pabC
deletion cassette was constructed by using the N-terminal pabC deletion primer
(5'-CCGTAGTGAACATGCTGCCACACTAACAATTCTCTGATAAGGAG
CCGGTCGGATCCCCGGGTAATTAA-3") and the C-terminal pabC deletion
primer (5'- CCCAGTACCACCAGCAATAACAAGATTATCAATAACACTT
TTTTCATGATGAATTCGAGCTCGTTTAA-3') to amplify the loxP-kanMX-
loxP module that confers kanamycin resistance in E. coli (17). The deletion
primers were designed to contain 49-nucleotide homology extensions and 19-
nucleotide priming sequences for pUG6 as a template. The ~1,500-bp PCR
product was purified and then electrotransformed into E. coli strain BW25113
carrying the N Red expression plasmid pIJ790 (19). After primary selection on
medium containing kanamycin (50 wg/ml), mutants were maintained on medium
without antibiotic. They were colony-purified once nonselectively at 37°C and
then checked for chloramphenicol sensitivity (25 pg/ml) to test for the loss of the
helper pIJ790 plasmid. A number of kanamycin-resistant, chloramphenicol-sen-
sitive transformants were also found to be PABA auxotrophs. One of them,
JR3125 (ApabC), was selected and confirmed by analytical PCR and sequencing
to carry the desired deletion.

E. coli JR3125 (ApabC) was transformed with YEp352 (20) or a YEp352-
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based plasmid containing an insert spanning the complete ABZ2 coding se-
quence and 329 and 441 bp of the upstream and downstream regions, respec-
tively. Complementation growth tests were done by culture at 37°C in liquid M9
minimal medium containing 50 pg of kanamycin/ml and 100 pg of ampicillin/ml,
with or without 200 ng of PABA/ml, and measuring the absorbance at different
time intervals.

Expression and purification of Abz2p. To express the full-length Abz2 protein,
a plasmid was generated by inserting the S. cerevisiae ABZ2 coding sequence
(PCR amplified) between the Ndel and BamHI cloning sites of the pET-28b
expression plasmid (Novagen). In the recombinant vector (pET28b-Abz2), the
Abz2 polypeptide is fused in frame with an N-terminal peptide containing six
tandem histidine residues, and expression of the His-tagged protein is driven by
a T7 RNA polymerase promoter. The DNA sequence of the insert was con-
firmed.

The pET28b-Abz2 recombinant plasmid was transformed into E. coli
BL21(DE3), and a 1,000-ml culture of E. coli BL21(DE3)/pET28b-Abz2 was
grown at 37°C in Luria-Bertani medium containing 50 wM pyridoxal phosphate
and 30 pg of kanamycin/ml until achieving an A4y, of 0.8. The culture was
adjusted to 0.4 mM IPTG (isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside), and incubation
was continued at 18°C for 20 h. The cells were then harvested by centrifugation,
and the pellet was stored at —80°C. All subsequent procedures were performed
at 4°C. Thawed bacterial pellets were resuspended in 50 ml of lysis buffer A (50
mM potassium phosphate buffer [pH 7.5], 500 mM NaCl, 20 mM imidazole, 0.01
M B-mercaptoethanol, protease inhibitor cocktail [Roche Diagnostics]), and cell
lysis was achieved by the addition of 1 mg of lysozyme/ml. The lysates were
sonicated to reduce viscosity, and any insoluble material was removed by cen-
trifugation at 15,000 X g for 45 min.

The soluble extract was applied to a 5-ml Ni-affinity column (HisTrap HP; GE
Healthcare) that had been equilibrated with buffer A. The column was washed
with the same buffer and then eluted stepwise with the same buffer containing 50,
100, 200, 300, 400, or 500 mM imidazole. The recombinant Abz2 polypeptide was
retained in the column and was recovered mainly in the 300 mM imidazole
eluate. After desalting on a PD-10 column (GE Healthcare) the eluate was
loaded onto a 5-ml MonoQ HR 5/5 column (0.5 X 5-cm HR 5/5, AKTA FPLC
System; GE Healthcare), which was equilibrated with buffer B (50 mM potas-
sium phosphate buffer [pH 7.5], 50 mM NacCl, 0.01 M B-mercaptoethanol). The
column was then washed with 5 ml of the same buffer, and the chromatography
was developed with a 25-ml linear gradient 50 to 500 mM NacCl in buffer B.
Fractions from MonoQ chromatographies containing apparently pure Abz2p
were pooled and desalted on a PD-10 column, and glycerol was added (10%
[vol/vol] final concentration) prior to storage at —80°C. The purity of the protein
was checked by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) (26). The protein concentration was determined by the Bio-Rad dye
binding method, using bovine serum albumin as standard (Bio-Rad).

Enzyme assays. Stock solutions (5 mM) of chorismic acid (Sigma) were ex-
tracted three times with diethyl ether to remove contaminating 4-hydroxyben-
zoate. L-Glutamine and PABA, obtained from Sigma, were used without any
additional purification. ADC lyase activity was determined as described previ-
ously with minor modifications (14). Standard glutamine-dependent assays de-
signed to generate the intermediate ADC contained 50 mM Tris-HCI (pH 7.5),
5 mM MgCl,, 10 mM dithiothreitol, 200 mM chorismate, 5 mM L-glutamine, 3%
glycerol, and 15 g of recombinant yeast PABA synthase (provided by E. Fer-
nandez, Universidad de Salamanca, Spain) and were incubated at 30°C for 2 h
with total conversion of chorismate into ADC. At this time, 15 ug of purified
recombinant Abz2p protein was added, and the reaction mixture was incubated
at the same temperature. At different times, samples (100 wl) were removed; the
reactions were stopped with 20 ml of 75% acetic acid, incubated on ice for 1 h,
and centrifuged (15,000 X g, 4°C, 15 min). Reaction controls lacking PABA
synthase, Abz2p, or both proteins were also performed. The supernatant was
separated isocratically on a 250-by-4.6-mm Cg reverse-phase column (Bio-Sil
C18 HL 90-5 S; Bio-Rad) with 5% (vol/vol) acetic acid as the mobile phase, and
the elution of chorismate, ADC, and PABA was monitored at 280 nm. The
reaction products were identified and quantified by their UV absorption spectra
(30) and elution times relative to standards.

Molecular mass determination. The apparent native molecular mass of puri-
fied yeast recombinant ADC lyase was determined via blue native gel electro-
phoresis and gel filtration chromatography. Gel filtration chromatography was
performed on a Superdex 200 HR 10/30 GL column (AKTA System; GE Health-
care) calibrated with a MWGF200 kit for molecular weights from Sigma. Blue
native gel electrophoresis was done as previously described (39) on a 4 to 16%
polyacrylamide gradient gel (NativePAGE Novex; Invitrogen). For blue native
gel electrophoresis NativeMark unstained protein standards (Invitrogen) were
used. The method of Laemmli (26) was used for SDS-PAGE determination of
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TABLE 1. Functional classification of genes whose deletion causes hypersensitivity to sulfanilamide

Function No. of Mutants hypersensitive to sulfanilamide”
genes

One-carbon metabolism 17 ABZI1, ADKI, ADE6, ARO1, CKB1, CKB2, FOL2*, GSH1, GUK1, HRTI1, MET®6,
METIS, MET28, MET30, PHO2, RIB3, TRM7

Amino acid metabolism 8 BROI1, CCR4, LST8, NOTS, PTR3, RTG1, TRP5, URE?2

Lipid metabolism 16 ARGS82, DEPI, ERG4, ERG6, ERG2S8, FABI, GPI1, HEM14, MVDI, NSG2, OPI1,
PHO23, RXT2, SAP30, UMEG, VPS34

Vacuole and vesicular transport 24 CHCI, PEP3, PEPS5, RGPI1, SECI12, SLA2, TFP1, TFP3, TSAl, VMA4, VMAS,
VMA7, VMAS, VMAI0, VMAI3, VMAI6, VMA21, VMA22, VPH2, VPS16, VPS45,
VPS52, VPS54, VRP1

DNA metabolism and cell cycle 28 ARPS, ARPS, CAK1, CDC2, CDC8, FUR4, FYV6, GCN5, GRRI1, HYS2, INOS80, IRRI,
KEMI, MCDI, POL32, RAD52, RFC2, RNR2, RRM3, RSC6, RTT109, SGF29,
SNF2, SPC72, SPT3, STH1, SWDI1, YRBI

Biological process unknown 6 OPI9, YBLI100C, YCL007C, YHI9, YMR289W, YOR331C

Other functions 18

Carbohydrate metabolism
Mannosylation
Transcription

Energy

BCY1, SGAI, SHPI, TPS2

ANPI, KRE2, MNN9, OCHI

HPRI, RLRI1, RPB4, SNF4, SUBI, THPI, TUPI
AAC3, ATP1, ATP2

“ Genes identified among the essential heterozygous diploids set are indicated in boldface.

the molecular mass of the Abz2 polypeptide under denaturing conditions. Iden-
tification of proteins by tryptic peptide mass fingerprinting (done by the Servicio
de Proteomica, CIC, Salamanca, Spain) was performed as described previously
(24).

Computational methods. Similarity searches were performed using BLAST
software (1) at the National Center for Biotechnology Information (www.ncbi
.nlm.nih.gov). Protein domains or motifs were searched for in Abz2 using the
InterProScan program and the InterPro database of protein families at the
European Bioinformatics Institute (www.ebi.ac.uk). Multiple sequence align-
ments were done with CLUSTAL W (41), using the European Bioinformatics
Institute tools (www.ebi.ac.uk). Molecular phylogenetic analysis was carried out
by using MEGA v 3.1 software (22).

RESULTS

Genome-wide screening for sulfanilamide-hypersensitive
mutants. Using the collection of yeast haploid knockout strains
and the heterozygous essential diploids set, we performed a
chemical genomic screening to identify the spectrum of genes
whose deletion alters the fitness profile in the presence of the
PABA antimetabolite sulfanilamide. Although the majority of
the deletion strains grown grew comparably to wild-type cells
on SMM supplemented with sulfanilamide (200 pg/ml), a large
number of mutant strains showed mild growth retardation
(data not shown). At least 117 strains, however, showed a
severe growth defect (75% GI) caused by the presence of the
antifolate drug in the medium. Functional classification of the
hypersensitive mutants revealed that they were affected in dif-
ferent biological processes, including those involved in vacuole
and vesicular transport, DNA metabolic and cell cycle pro-
cesses, lipid and amino acid metabolism, and others of un-
known function (Table 1), indicating that different aspects of
their cellular biology were compromised by sulfanilamide
treatment. As expected, one group of mutants was related to
folate and one-carbon metabolism and encompassed genes
involved in the regulation of, or with a direct catalytic role in,
the biosynthesis of folates, purine and pyrimidine nucleotides,
sulfur, and one-carbon metabolism. Moreover, ABZ1, the one
previously known member of the PABA biosynthetic pathway,
was recovered, thus validating our screening. In addition, we
found that the deletion of six genes of uncharacterized

function also caused sensitivity to sulfanilamide. Four of
them were dubious open reading frames (ORFs)—OPI9,
YBL100c, YCL0OO7c, and YOR331c—that overlapped verified
genes also found to be hypersensitive in our sulfanilamide
screening, thus validating this assay. The other two genes
(YHI9 and YMR289w) likely encode proteins although their
function remains unknown.

Identification of YMR289W as the ABZ2 gene. In the present
study we focused on YMR289w. Further characterization of the
ymr289w mutant revealed a slow growth on SMM, a phenotype
that resulted in the inability to grow after two successive sub-
cultures in the same medium. This suggests that the ymr289w
mutant strain is impaired in the synthesis of an essential me-
tabolite whose cellular pool is exhausted after prolonged cul-
ture. The hypersensitivity to the antifolate sulfanilamide dis-
played by ymr289w cells points to the folic acid biosynthetic
pathway as being responsible for the auxotrophy of the mutant.
This hypothesis was confirmed by the fact that the addition of
folic acid (2 pg/liter) to the minimal medium restored the
ability of the mutant to grow (Fig. 2). Supplementation of the
minimal medium with PABA (200 ng/ml) also rescued the
growth defect of the mutant cells, indicating that the YMR289w
gene (named ABZ2 according to the yeast gene nomenclature
guidelines) is involved in the biosynthesis of this folic acid
precursor. A YEp352-derived multicopy plasmid harboring the
cognate YMR289w gene also rendered the ymr289w (abz2)
mutant able to grow in a minimal medium lacking PABA or
folic acid, thus demonstrating that no mutation other than the
deletion of the ABZ2 (YMR289w) gene was responsible for the
PABA auxotrophy.

ABZ2 functionally complements an E. coli pabC mutant. The
synthesis of PABA in E. coli is carried out by three enzymes
encoded by the genes designated pabA, pabB, and pabC. In
yeast, an ADC synthase gene (ABZ!) has been described that
encodes a bifunctional protein containing the two domains
homologous to the two components—PabA and PabB—of the
prokaryotic ADC synthase (9). The identification in S. cerevi-
siae of a second gene, ABZ2, involved in the biosynthesis
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FIG. 2. Folic acid and PABA restore growth of S. cerevisiae Aabzl
and Aabz2 (Aymr289w) mutant strains. BY4742 (wild-type) and Aabz1
and Aabz2 mutant strains were grown in SMM. After two successive
subcultures in SMM consisting of a 100-fold dilution of a late-expo-
nential-phase culture and allowed to reach late-exponential-phase,
samples of the cultures were diluted, spotted onto solid SMM supple-
mented with folic acid or PABA at the indicated concentrations, and
examined for growth after incubation at 28°C for 5 days.

PABA suggests that this gene is functionally homologous to
the bacterial pabC gene.

To check that ABZ2 was able to complement the deficiency
of the pabC function, we constructed an E. coli pabC single-
gene mutant by the PCR-based inactivation method as de-
scribed in Materials and Methods (8). One ApabC mutant,
designated JR3125, was verified by PCR amplification and
sequencing and was selected for the complementation assays.

The deletion of the pabC gene in the JR3125 strain resulted
in a severe impairment of growth in M9 minimal medium that
could be rescued by the addition of PABA (200 ng/ml) to the
medium (Fig. 3). The transformation of JR3125 with a
YEp352-derived vector containing the complete ABZ2 ORF
and 329 and 441 bp of the upstream and downstream regions,
respectively, was also able to restore the ability to grow in the
absence of PABA up to nearly the wild-type rate of growth
(Fig. 3). However, no complementation was seen in the pabC
deletion mutant transformed with the empty vector. These
results show that the ABZ2 gene is the yeast functional homo-
logue of the prokaryotic pabC gene.

Recombinant Abz2p has ADC lyase activity. The comple-
mentation assay and the sequence analyses suggested that
ABZ2 encodes an ADC lyase in yeast. A direct test of the
hypothesis that Abz2p catalyzes the B-elimination of pyruvate
and aromatization of the ADC to give PABA required the
preparation of the pure polypeptide. Since Abz2p is a scarce
protein in yeast (11), the Abz2 polypeptide was overexpressed
in E. coli as a fusion protein containing an N-terminal His, tag.
The N-terminal extension did not interfere with activity, since
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FIG. 3. Yeast ABZ2 complements an E. coli pabC mutant. E. coli
BW25113 wild-type (pabC) cells transformed with the empty plasmid
YEp352 (@) or YEp352-ABZ2 (O) and JR3125 (ApabC) mutant cells
transformed with the empty plasmid YEp352 (A) or YEp352-4ABZ2
(A) were inoculated into M9 liquid medium containing 100 pg of
ampicillin/ml and the absence or presence of 200 ng of PABA/ml. The
cultures were incubated with aeration at 37°C and growth was recorded
by measuring the absorbance at 600 nm.

the expression of this fusion protein in the E. coli ApabC
mutant restored growth on M9 medium lacking PABA and
resulted in a 50-fold increase in ADC lyase activity in E. coli
whole-cell extracts (not shown). The Abz2p recombinant pro-
tein was purified as described in Materials and Methods and
used in in vitro ADC lyase assays. Because the 4-amino-4-
deoxychorismate substrate was not commercially available, we
prepared it enzymatically from chorismate and glutamine using
recombinant ADC synthase from yeast in a coupled assay.
ADC synthase, the product of ABZ]1, catalyzes the synthesis of
4-amino-4-deoxychorismate by replacing the hydroxyl group
of chorismate with an amino group acid supplied by glu-
tamine (9).

The substrate chorismate, the intermediate ADC, and the
final product PABA all absorb at 280 nm but can be readily
separated by reversed-phase high-pressure liquid chromatog-
raphy (HPLC). We confirmed this chromatographic separation
with elution times comparable to that reported previously (14).
Therefore, after HPLC separation it is possible to determine
the conversion of chorismate to ADC due to the enzymatic
action of Abzlp; subsequent addition of ADC lyase to the reac-
tion mixture can be used to analyze the conversion of the ADC
intermediate to PABA. Addition to the reaction mixture of pu-
rified Abzlp led to a decrease in chorismate and the concom-
itant formation of ADC. After 2 h of incubation almost a total
conversion of chorismate into ADC was achieved (Fig. 4). At
this time, purified Abz2p protein was added to the reaction
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FIG. 4. Enzymatic conversion of ADC into PABA by recombinant
yeast Abz2p. Representative HPLC elution profiles for extracts of
incubation mixtures consisting of 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM
MgCl,, 10 mM dithiothreitol, 3% glycerol, 200 mM chorismate, and 5
mM L-glutamine. Reactions were initiated with the addition of 15 ug
of recombinant yeast Abzlp and incubated at 30°C for 2 h to allow the
conversion of chorismate into ADC. At several times samples (100 )
were removed and analyzed by reversed-phase HPLC. The chromato-
grams shown correspond to the samples taken before the addition of
the enzyme (A), and after 2 h of incubation (B). After 2 h, purified
recombinant Abz2p (15 pg) was added and incubation was then con-
tinued for 90 min at 30°C. PABA formation was monitored at different
incubation times (C, 15 min; D, 90 min). The elution positions of
chorismate, ADC and PABA are indicated with arrows. mAU, milli-
absorbance unit.
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mixture. The presence of Abz2p catalyzed the conversion of
ADC into PABA in a time-dependent manner. Control reac-
tions revealed that ADC synthase and ADC lyase enzymatic
activities were dependent on the presence of Abzl and Abz2
proteins, respectively (data not shown). Thus, these results
show that ABZ2 encodes a functional ADC lyase that catalyzes
the last step in the synthesis of PABA of the folic acid pathway.

Dimeric structure of yeast ADC lyase. Most class IV amino
acid aminotransferase-like pyridoxal phosphate-dependent en-
zymes are homodimers (10). Moreover, the crystal structure of

EUKARYOT. CELL

E. coli ADC lyase has been recently determined and shown to
form homodimers (29). The subunit composition of Abz2p was
analyzed by using blue native gel electrophoresis. Apparently
pure recombinant Abz2p was applied to a 4 to 16% gradient
blue native gel (Fig. 5A). Two dominant forms could be iden-
tified with approximate molecular masses of 50 and 100 kDa.
The estimated molecular mass of the smaller form corre-
sponded well to that of the monomeric Abz2 polypeptide, as
calculated from its amino acid sequence and demonstrated by
SDS-PAGE electrophoresis analysis (45 kDa) (Fig. 5A). The
larger and slightly less abundant one apparently represents the
Abz2p homodimer. The identity of both complexes was con-
firmed by tryptic peptide mass fingerprinting (data not shown).

The dimeric state of Abz2p was also investigated by analyt-
ical size exclusion chromatography on a Superdex 200 column
calibrated with soluble proteins. The recombinant Abz2p prep-
aration eluted in two distinct peaks, with apparent molecular
masses of 45 and 92 kDa, in agreement with the sizes expected
for the monomeric and homodimeric forms of Abz2p, respec-
tively (Fig. 5B). ADC lyase activity analyses of the eluted
fractions revealed that only fractions containing the dimeric
Abz2p were enzymatically active, indicating that dimerization
is indispensable for catalytic activity (Fig. 5B).

Fungal ADC lyases are distantly related to prokaryotic and
plant ADC lyases. A BLASTp search of the whole GenBank
database with the deduced protein product of ABZ2 detected
as the closest homologues a group of proteins of unknown
function belonging to different fungal species. These proteins
show sufficient homology to Abz2p (identity percentages rang-
ing from 37% for Ashbya gossypii to 26% for Neurospora
crassa) to predict that they represent authentic ADC lyases in
those fungal species (Fig. 6A). Strikingly, specialized BLAST
searches with Abz2p restricted to the bacterial or plant entries
of the GenBank database failed to detect homologues, al-
though experimentally characterized ADC lyases have been
described in E. coli, tomato, and Arabidopsis thaliana. Phylo-
genetic analysis of representative ADC lyase sequences con-
firmed that the fungal ADC lyase group clustered well apart
from the bacterial and plant ADC lyase groups, although
clearly belonging to an ADC lyase subfamily of proteins that is
divergent from the structurally related branched-chain amino
acid aminotransferase family (Fig. 6B). In fact, a search of the
InterPro database (36) for domains or protein motifs present
in Abz2p revealed the presence of a domain characteristic of
the amino acid aminotransferase-like pyridoxal phosphate-de-
pendent enzymes. In addition to ADC lyases, this superfamily
of proteins also encompasses branched-chain amino acid amino-
transferases and prokaryotic D-aminotransferases, which are
characterized by the presence of a pyridoxal phosphate-bind-
ing site located at the interface of a large and a small domain
linked by a flexible loop (29). Important residues that are
believed to be catalytically essential in ADC lyases are all
conserved in Abz2p, as well as in the fungal homologues ana-
lyzed in the present study (Fig. 6A).

DISCUSSION

Despite the overwhelming impact of systematic genome se-
quencing on the understanding of the biology and evolution of
organisms, enormous gaps remain in our current knowledge of
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FIG. 5. Dimeric structure of the Abz2 protein. (A) SDS-PAGE and blue native gel electrophoresis (BN-PAGE) analyses of the purified
recombinant Abz2p. Samples (~5 pg) of purified recombinant Abz2p were loaded on a SDS-14% PAGE gel or on a 4 to 16% gradient blue native
gel along with appropriate molecular mass markers. The calculated values for the monomeric and dimeric forms of Abz2p were about 50 and 100
kDa, respectively. (B) Gel filtration chromatography of Abz2p. The protein, 4 to 8 mg of purified recombinant Abz2p, was eluted with 50 mM
Tris-HCI buffer (pH 7.5) through a Superdex 200 HR 10/30 column calibrated with molecular mass markers (cytochrome c, horse heart, 12.4 kDa;
carbonic anhydrase, bovine erythrocytes, 29 kDa; albumin, bovine serum, 66 kDa; alcohol dehydrogenase, yeast, 150 kDa; B-amylase, sweet potato,
200 kDa). Fractions were assayed for protein concentration (absorbance at 280 nm) and for PABA synthesis from chorismate (200 mM) and
L-glutamine (5 mM) in the presence of an excess of yeast ADC synthase protein. The inset shows the column calibration fitting the plot of the
elution volume versus the logarithm of the molecular weight of the markers. The apparent molecular masses (MM) of the monomeric and dimeric
forms of Abz2p were determined to be approximately 45 and 92 kDa, respectively.

the function of in silico-defined genes. For instance, in spite of
being one of the best-known and most-studied eukaryotic
model systems, ca. 21% of S. cerevisiae protein sequences still
cannot be assigned a precise function. Awareness of this issue
has permeated the yeast biology community and presents an
important challenge (35).

Large-scale analyses have proved to be useful tools in pro-
viding functional clues to the set of still uncharacterized genes
(3). In particular, chemical genetic profiling, which simulta-
neously probes the sensitivity of all deletion strains to a small
molecule—often a metabolic inhibitor—has the advantage of
inherently revealing phenotypes (12, 33). Here we performed a
chemical genomic screening to identify the spectrum of genes
whose deletion alters the fitness profile in the presence of the
PABA antimetabolite sulfanilamide, both in the yeast nones-
sential haploid and in essential heterozygous sets. Essential
heterozygous gene deletion mutants showing increased sensi-
tivity to a drug might represent genes whose products are
direct drug targets, genes that exhibit synthetic interactions
with the drug target and that are upstream or downstream in
the therapeutically relevant pathway, or genes encoding pro-
teins involved in the transport or metabolism of the drug.

Although a detailed analysis of all of the functional catego-
ries disturbed by sulfanilamide is beyond of the scope of the
present study, it is worth noting that in our screening we were
able to identify a significant number of genes involved in folate/
one-carbon metabolism. The sublethal concentration of the

sulfa drug used in the screening probably competes with PABA
and dihydrofolate (34), therefore reducing the pool of folate
cofactors and affecting a variety of biosynthetic pathways de-
pendent on one-carbon transfer, including the synthesis of
purines, thymidylate, N-formylmethionyl-tRNA, and some
amino acids. Indeed, the screening identified a broad range of
gene functions affected by sulfanilamide-induced cytotoxicity
(Table 1). As expected, we found a significant number of mu-
tants involved directly or indirectly in one-carbon/folate me-
tabolism (abz1, arol, and fol2), sulfur metabolism (ckb1, ckb2,
gshl, hrtl, met6, metl8, met28, and met30), and nucleotide
metabolism (ade6, adkl, cdc8, gukl, pho2, rib3, rnr2, and trm7),
highlighting the validity of our experimental approach.
Folate pool depletion indirectly blocks dTMP production,
leading to dTTP depletion, misincorporation of uracil into
DNA during replication, and imbalance in deoxynucleoside
triphosphate pools, ultimately causing DNA damage and cyto-
toxicity due to the so-called “thymineless death” (23, 25). In-
terestingly, the screening reproducibly yielded mutants lacking
deoxynucleoside monophosphate kinase activities (adkl, cdc8,
and gukl) or defective in other regulatory or enzymatic func-
tions of nucleotide metabolism (ade6, pho2, and rnr2). This
presumably reflects the detrimental effects of the nucleotide
imbalance in the presence of the folate depletant agent. More-
over, DNA repair and DNA replication mutants (fyv6, ino80,
rad52, rfc2, and rrm3, and DNA polymerase 8 subunits cdc2,
hys2, and pol32), as well as mutants involved in chromatin
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modification (arp5, arp8, gen5, rsco, rit109, sgf20, snf2, spt3,
sthl, and swdl), are also severely compromised by the sulfa
drug, as expected from the damaging cycles of uracil DNA
misincorporation and attempted DNA repair of deoxyuridine
residues.

We presume that the sulfonamide hypersensitivity of some
mutants involved in cell homeostasis and vesicular transport is
likely to be unspecific, since these mutants are affected in
processes related to drug or stress responses and show pleio-
tropic defects in the presence of different insults (32, 45).

Several unexpected mutants involved in lipid metabolism
and its regulation were also susceptible to sulfanilamide treat-
ment. Of particular interest are the mutants affected in ergos-
terol biosynthesis, which—besides its role in membrane fluidity
and permeability—have been linked to folate metabolism via
S-adenosyl-L-methionine (31).

All of these observations reflect the complex phenotypes
caused by sulfanilamide-mediated folate depletion, due di-
rectly to a one-carbon unit deficiency and indirectly affecting
other processes, since many methylated molecules such as nu-
cleic acids, proteins, and lipids are formed by transmethylation
reactions with S-adenosyl-L-methionine. It is noteworthy that
our findings could open new fields for exploring novel treat-
ments for several bacterial, fungal, and protozoan infections
because the combination of sulfa drugs with inhibitors of some
of the sulfanilamide-compromised processes found could ren-
der these pathogens sensitive to combined therapy. Further
research will be required to assess precisely how the genes
identified influence the response to sulfanilamide treatment.

Among the genes whose deletion elicits sulfanilamide hy-
persensitivity, YHI9 and YMR289w lack specific physiological
functions. The three-dimensional crystal structure of Yhi9p
has recently been determined, and it is classified as a member
of the PhzF (PF02567) enzyme family that might use either
chorismate or an anthranilate derivative as a substrate (27). No
functional or structural data on YMR289w were available prior
to this work.

Here we have demonstrated that the YMR289w ORF (4BZ2
gene) of S. cerevisiae encodes an enzyme responsible for the
last of the two steps in the PABA branch of the folate biosyn-
thetic pathway. Heterologous complementation of an E. coli
pabC mutation and direct enzymatic characterization of the
Abz2 protein support this notion. Yeast abz2 mutants impaired
in the synthesis of PABA are able to grow on minimal medium
supplemented either with PABA or with folic acid, indicating
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that this metabolite does not have an essential function other
than its role as a substrate in the synthesis of folates.

Yeast mutants deleted in ABZ2 appear to be leaky for
PABA auxotrophy. This characteristic, also observed in E. coli
pabC mutants (13), has tacitly been attributed to the fact that
ADC is unstable and is spontaneously converted to PABA in a
nonenzymatic form (40). However, the apparent leakiness of
the abz2 mutants seems to be due to the existence in the cells
of a PABA or a folate pool sufficient to support the growth and
division of the cells for several generations. As described here,
subculturing of the abz2 mutant in medium lacking PABA or
folate exacerbates its PABA auxotrophy, presumably because
of the depletion of existing PABA or folate pools. In plants,
most of the endogenous PABA content is not present as free
acid but as a glucose ester (p-aminobenzoyl-B-D-glucopyrano-
side [PABA-Glc]). This conjugated PABA-Glc form is accu-
mulated in the cytoplasm and has been proposed to serve as an
accessible storage depot of PABA for use as a substrate to
sustain the biosynthesis of folate that takes place in mitochon-
dria (37). Although the formation of PABA-Glc has been not
detected in yeast (37), it is likely that an equivalent storage
form of PABA necessary to drive its transport to mitochondria
would exist in this organism.

Although the analysis of S. cerevisiae ADC lyase revealed
that the protein has no significant sequence homology to its
bacterial or plant counterparts, the yeast enzyme does contain
a domain typical of the class IV amino acid aminotransferases
family (36). Furthermore, all of the residues proposed to be
catalytically essential in E. coli ADC lyase (29) are also present
in Abz2p (Fig. 6A). Thus, the conserved lysine residue that
covalently binds pyridoxal phosphate can be found in position
251 in the yeast enzyme. Also present are residues Arg'®” and
Glu®*?, which may directly interact with the enzyme and play a
critical role in the catalytic function. Finally, the carboxylate
groups of ADC could be recognized by Asn**® and Arg'®?, and
the cyclohexadiene moiety could make van der Waals contact
with the side chain of Leu®® (Fig. 6A).

Yeast ADC lyase appears to form dimers, a structural char-
acteristic that is also shared by the E. coli and A. thaliana ADC
lyases (5, 13, 29). Whereas the prokaryotic and plant enzymes
have been detected only in their dimeric form, our analyses
using blue native electrophoresis and size exclusion chroma-
tography indicate that the dimeric form of the enzyme is in
equilibrium with the monomeric form, although only the
dimers are catalytically active. This equilibrium between active

FIG. 6. Comparison of S. cerevisiae ADC lyase to other fungal homologues and the experimentally characterized E. coli and A. thaliana ADC
lyases. (A) Alignment of the deduced protein sequences from S. cerevisiae (S.c.; NP_014016), A. gossypii (A.g.; NP_986996), Candida albicans (C.a.;
XP_715312), Yarrowia lipolytica (Y.l.; XP_502893), Schizosaccharomyces pombe (S.p.; NP_595968), E. coli (E.c.; A42954), and A. thaliana (A.t.;
NP_200593). Conserved residues believed to be catalytically important according to the structure of E. coli ADC lyase (29) are boxed. (B) Mo-
lecular phylogenetic tree of inferred ADC lyase (ADCL) and structurally related branched-chain amino acid transaminase (BCAT) protein
sequences from fungi, plants, and bacteria. The circled zone demarcates the fungal sequences. ADCL: Sc, S. cerevisiae; Ag, A. gossypii; Ca, C.
albicans; Sp, S. pombe; Kl, Kluyveromyces lactis (XP_451419); Nc, Neurospora crassa (XP_961237); Ec, E. coli; Bs, Bacillus subtilis (NP_387957);
At, A. thaliana; Le, Lycopersicon esculentum (AY547289). BCAT: BCATI1_Sc (NP_012078); BCAT2_Sc (NP_012682); BCAT_Ec (P00510),
BCAT1_At (AAC34335); BCAT2_At (AAC34333); BCAT3_At (CAB66906); BACTS5-At (BAB10685); BCAT6-At (AAF76437). The phyloge-
netic tree was constructed by using the neighbor-joining method of MEGA 3.1 (22). Each node was tested by using the bootstrap approach by
taking 1,000 replications and a random seeding of 64,238 to ascertain the reliability of the nodes. The numbers indicated are in percentages against
each node. Branch lengths were measured in terms of amino acid substitutions, with the scale indicated below the tree.
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dimers and inactive monomers could be the basis of a mech-
anism of activity regulation of this enzyme, which does not
appear to be feedback regulated for PABA or folates (5, 42),
and neither does its expression seem to be subject to transcrip-
tional control (our unpublished results). Although unlikely, the
possibility still exists that the presence of Abz2p monomers in
the enzyme preparation could be an artifact due to the pres-
ence of an N-terminal His, tag in the recombinant protein used
in our analyses.

In contrast to plants, green fluorescent protein-tagged
Abz2p is clearly located in the cytoplasm (results not shown),
a finding in agreement with a previous report (21). Since
Abzl1p is also a cytoplasmic enzyme, it is clear that the synthe-
sis of PABA in S. cerevisiae takes place in the cytoplasm and
not inside an specific organelle, as occurs in the plastids of
plants. In this respect, the presence of PABA freely distributed
in the cytoplasm of fungi raises the issue of the possible exis-
tence of a specific PABA transporter in mitochondria where
the tetrahydrofolate biosynthetic pathway must continue (18).

The identification in the present study of the last unknown
gene involved in the biosynthesis of tetrahydrofolate in yeast
enables the initiation of metabolic engineering projects aimed
to the construction of valuable vitamin B, producer strains. In
particular, overexpression of the PABA biosynthetic pathway
could solve one of the major constraints of folate synthesis,
namely, the supply of the PABA precursor.
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Capitulo Il: Sordarina Introduccion

1.- Sordarina: Antecedentes y Objetivos

En el contexto del proyecto LEVAS3 se llevd a cabo una colaboracién con los Dres. Miguel
Remacha y Juan Pedro Garcia Ballesta (Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, Madrid)
para analizar los efectos bioldgicos de la sordarina, un inhibidor de la traduccién en hongos
filamentosos y en levaduras.

Asi, el objetivo concreto de este trabajo es:

- Laidentificacidn de los mecanismos de resistencia a la sordarina y el estudio de
su mecanismo de accidon, empleando las aproximaciones experimentales
descritas en la seccidn Estrategia Experimental y Métodos. El objetivo dltimo es
profundizar en el conocimiento de los mecanismos moleculares que tienen lugar
durante la traduccién mediante la identificacion de elementos moduladores de
dicho proceso.

2.- Efectos de la Sordarina en Hongos y Levaduras

Las sordarinas constituyen la familia de antifungicos mas importantes en la inhibicion de
la sintesis proteica. La sordarina (ver su estructura quimica en la Fig. 15) fue aislada por
cientificos de Sandoz a partir de los caldos de cultivo de la fermentacién del hongo Sordaria
araneosa. El compuesto fue patentado en 1969 bajo el nombre SL-2266 (Sigg and Stoll, 1969),
siendo descrita por primera vez su purificacion y degradacion por hidrdlisis acida en 1971
(Hauser and Sigg, 1971). Sin embargo, el principal modo de accién de este diterpeno glicésido
tetraciclico no fue descubierto hasta 1998, cuando surgieron publicaciones simultaneas de los
laboratorios Merck y Glaxo Wellcome en los que demostraban que la sordarina y sus derivados
son potentes inhibidores selectivos de la sintesis proteica en levaduras y hongos. La sordarina
actua uniéndose al factor de elongacion 2 (eEF2), impidiendo la translocacion del ribosoma
gue tiene lugar durante el proceso de elongacion (Capa et al., 1998; Dominguez et al., 1998;
Justice et al., 1998).

Trabajos posteriores mostraron que, aunque eEF2 por si mismo se puede unir a la
sordarina, la presencia del ribosoma es esencial para una alta afinidad de uniéon (Dominguez
and Martin, 1998). Simultdaneamente, otros trabajos en los que se aislaron nuevos mutantes
resistentes a esta droga, identificaron a la proteina del tallo ribosémico rpPO como implicada
en la susceptibilidad a sordarina (Gomez-Lorenzo and Garcia-Bustos, 1998; Justice et al., 1999),
poniendo en evidencia la existencia de una relacién funcional entre rpPO y eEF2.

Una de las peculiaridades mas interesantes de ésta familia de compuestos es su
excepcional especificidad, ya que inhiben la traduccién en algunos hongos y levaduras pero no
en mamiferos, constituyendo la base de su actividad antifungica. Ademas, las sordarinas
muestran distintos grados de actividad antifiingica. Asi, inhiben fuertemente el crecimiento de
la mayoria de especies de Candida y otros hongos patdgenos, aunque varias especies de
interés clinico, como Aspergillus fumigatus, han sido descritas como resistentes a estos
compuestos (Herreros et al., 1998; Kinsman et al., 1998).
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Es sorprendente que las sordarinas sean capaces de inhibir la translocacion en diferentes
eucariotas de una forma tan selectiva, si se tiene en cuenta que interaccionan con
componentes celulares altamente conservados como son eEF2 y el ribosoma. Es probable que
ambos componentes sean precisamente los responsables de la especificidad de accidn de la
sordarina, ya que experimentos de complementacién heterdloga y la construccién de quimeras
han permitido identificar dominios, tanto en eEF2 (residuos 521, 523 y 524) (Shastry et al.,
2001) como en la proteina del tallo ribosémico rpPO (residuos 118 a 138) (Santos and Ballesta,
2002; Santos et al., 2004), responsables de la resistencia a este antifungico. Asi, se considera a
eEF2 como la diana primaria de las sordarinas y al complejo eEF2eribosoma como la diana
funcional.

Existen distintos derivados de la sordarina, incluyendo andlogos sintéticos (Herreros et
al.,, 1998) y naturales (Basilio et al., 2006), que muestran distintos niveles de actividad y
espectro antifungico. Estudios recientes han mostrado que pequefios cambios introducidos en
la molécula de sordarina, pueden influir en la conformacion de eEF2 en el ribosoma (Soe et al.,
2007), lo que podria explicar las diferencias en la actividad antifingica, asi como en el
mecanismo concreto de inhibicién de la translocacion (Dominguez et al., 1999; Justice et al.,
1998).

La traduccidon de los RNA mensajeros (RNAm) en proteinas tiene lugar en tres fases:
iniciacion, elongacién y terminacién (revisado por (Ramakrishnan, 2002; Kapp and Lorsch,
2004)). El ciclo de elongacidon comprende tres fases repetitivas catalizadas por el ribosoma y
dos GTPasas, eEF1A y eEF2 en eucariotas (EF-Tu y EF-G en procariotas, respectivamente): 1)
descifrado, 2) transferencia peptidica, y 3) translocacidn (revisado por (Steitz, 2008)).

1) El proceso de seleccion del aminoacil-RNAt (aa-RNAt) por el ribosoma se basa en la
correcta complementariedad Watson-Crick entre las bases del codéon del RNAm
localizado en el sitio A (aminoacil) de la subunidad ribosédmica pequefia (SSU), y el
anticoddon del RNAt entrante. En este proceso, el aa-RNAt entra en el sitio A/T del
ribosoma formando parte del complejo ternario eEF1-AeGTPeaa-RNAt. Si la
complementariedad de bases entre el coddn del aa-RNAt y el anticoddn es correcta,
tiene lugar la hidrdlisis del GTP, produciéndose la disociacién de eEF1-AeGDP vy el
acoplamiento correcto del aa-RNAt en el sitio A.

2) De manera inmediata, el centro peptidil-transferasa de la subunidad ribosémica
grande (LSU) cataliza la transferencia de la cadena peptidica naciente del peptidil-
RNALt en el sitio P (peptidil) del ribosoma, al recién acomodado aa-RNAt en el sitio A.
En este estado, llamado pre-translocacional (PRE), el RNAt recién deacilado se
encuentra en el sitio P, y el peptidil-RNAt se encuentra en el sitio A.

3) Durante el ultimo paso de la elongacidn, eEF2/EF-G interacciona con el ribosoma y
cataliza la reacciéon de translocacion del RNAm-RNAt de los sitios Ay P a los sitios Py
E (exit: salida) del ribosoma. El peptidil-RNAt es translocado del sitio A al sitio P,
mientras que el reciente RNAt deacilado es translocado del sitio P al E y el ribosoma
se mueve hacia delante un codén en el RNAm, exponiendo el siguiente coddn en el
sitio A, y preparando al ribosoma para otro ciclo de elongacion. El proceso de
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translocacién va acompafiado de la hidrdlisis de una molécula de GTP y de cambios
en la conformacion del ribosoma, que pasa de un estado pre-translocacional (PRE) a
un estado post-translocacional (POST) en el que: el sitio A estd vacante, el sitio P
contiene el peptidil-RNAt, y el RNAt deacilado se encuentra en el sitio E (Nierhaus,
1996). Al final de la translocacion, el factor eEF2/EF-G abandona el ribosoma
permitiendo al complejo ternario eEF1-AeGTPeaa-RNAt entrar en el sitio A e iniciar
una nueva ronda de elongacion (una amplia revision sobre la translocacién del
ribosoma se puede consultar en (Noller et al., 2002; Frank et al., 2007)).

La proteina eEF2, EF-G en procariotas, consta de seis dominios estructurales: I-V y G’
(Fig. 18a); y su estructura se asemeja a la del complejo ternario eEF1-AeGTPeaa-RNAt. Dos de
los dominios N-terminales (I y Il) recuerdan a los de eEF1, mientras que los tres dominios C-
terminales (lll, IV y V) parecen mimetizar el RNAt del complejo ternario. EI dominio IV
mimetiza, tanto en forma como en posicién espacial y en la distribucidn de cargas negativas, la
zona del anticodén del RNAt del complejo ternario; lo que ha llevado a algunos autores a
sugerir un fendmeno de “mimetizacion molecular” (A et al., 1994; Czworkowski et al., 1994;
Nissen et al., 1995). Por su parte, el dominio I, también llamado G, contiene el sitio de union a
GTP, en el cual tras la hidrélisis de GTP, se modifica la estructura de determinadas regiones muy
conservadas (zonas denominadas switch-1, switch-2, y el P-loop (“phosphate-binding loop”)).

En complejo con el ribosoma, los dominios | y V de eEF2 interaccionan con la LSU, en
particular, el bolsillo de unién a GTP del dominio | contacta con el dominio SRL (“sarcin-ricin
loop”) del RNAr 25S. El dominio Il interacciona con la SSU, mientras que los dominios Il y IV
interaccionan con ambas subunidades ribosdmicas.

La identidad de secuencia entre el factor de elongacién de S. cerevisiae (eEF2) y el de su
homodlogo procariota (EF-G, de Thermus thermophilus) es del 30%. Ademads, el factor de
elongacion en eucariotas es considerablemente mas largo largo (842 residuos en el eEF2 de S.
cerevisiae) que el de procariotas (692 residuos en EF-G de T. thermophilus), y su comparacion
revela la existencia de algunas diferencias en cuanto a la estructura y orientacion de los
dominios (Jorgensen et al., 2003), entre las que cabe destacar las sintetizadas en la Figura 18b.

El factor eucariota puede, ademas, ser fosforilado de manera reversible en la Thr57 (en
S. cerevisiae), cercana al switch-1. Dicha fosforilacién inactiva al factor reduciendo su afinidad
por el GTP (Dumont-Miscopein 1994).
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Figura de (Jorgensen et al., 2003)

Figura 18. (a) La secuencia de aminoacidos de eEF2 de S. cerevisiae, muestra los cinco dominios estructurales de
eEF2: residuos 2-218 y 329-345 (dominio | o G, en purpura), 219-328 (dominio G’, en verde claro), 346-481
(dominio Il, en rosa), 482-558 (dominio Ill, en azul), 559-726 y 801-842 (dominio IV, en rojo), y 727-800 (dominio
V, en verde). Las hélices a estan marcadas como cajas, mientras que las hojas 3 estdn marcadas como flechas. Los
residuos en rojo estan altamente conservados en eucariotas (>90% entre quince secuencias). En el dominio I, los
motivos de union a nucledtido estdn nombrados de G1-G5, y las hélices de A-D. (b) Estructuras tridimensionales
de EF-G H573A (izquierda), eEF2 (centro), y eEF2-sordarina (derecha). Los dominios estdn numerados y
coloreados como en (a). El asterisco en el panel central sefiala los residuos adicionales en el dominio IV de eEF2, y
la “C” es una extension adicional de 23 residuos presente en el extremo C-terminal de dicho dominio de eEF2. La
orientacion relativa de los dominios Ill, IV, y V con respecto a los dominios |, G, y Il es diferente en eEF2. Asi, el
dominio Ill rota considerablemente con respecto a los dominios IV y V, generando un eEF2 con una conformacion
mas abierta y extendida que EF-G. EI GDP unido al dominio | de EF-G se muestra en el panel izquierdo en color
gris; y la sordarina en complejo con eEF2 (panel derecho) se muestra en amarillo, entre los dominios Ill, IV, y V.

5.- El Mecanismo de Translocacion

A pesar de los numerosos estudios estructurales efectuados en los ultimos afios,
basados en estudios cinéticos, de cristalografia de rayos X y de criomicroscopia electrénica
(cryo-EM), el mecanismo de translocacidon no estd esclarecido y continla siendo materia de
debate. La controversia se centra fundamentalmente en lo que se refiere al papel de la
hidrdlisis del GTP durante la translocacién y, aunque han sido postulados numerosos modelos
(Kaziro, 1978; Rodnina et al., 1997; Spahn and Nierhaus, 1998; Zavialov et al., 2005), todos
proponen que tanto el ribosoma como el eEF2 sufren importantes cambios conformacionales
durante el proceso que son importantes para la actividad GTPasa (para una revision actualizada
de los modelos de translocacién consultar los articulos de (Fraser and Hershey, 2005; Frank et
al., 2007; Moran et al., 2008)).

El modelo propuesto por el grupo del Dr. Joachim Frank (Frank et al., 2007) es uno de los
que tiene mayor consenso y, por tanto, se muestra en la Figura 19, cuyos detalles se
desarrollan a continuacion (Nota: debido a la gran cantidad de referencias de este apartado,
nos remitiremos a la excelente revisién de Frank et al. (Frank et al., 2007)).

5.1- El Estado Hibrido y el Movimiento de Rotacion de la SSU

Segln este modelo, es probable que el movimiento de rotacion (“ratcheting”) de la SSU
con respecto a la LSU, que es coincidente con el movimiento de los RNAt hacia el estado
hibrido, ocurra incluso en ausencia de factores ribosémicos. El modelo emergente es que la
union de eEF2/EF-GeGTP estabiliza la conformacidn hibrida de los RNAt (Fig. 19b). Ademas,
estudios recientes de cinética basados en FRET (“Fluorescence Resonance Energy Transfer”)
sugieren que el movimiento de los RNAt de los sitios A y P puede ocurrir de manera
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Figura 19. Modelo de translocacion propuesto por Frank y colaboradores (Frank et al., 2007). El esquema muestra
una vision superior del ribosoma durante la secuencia propuesta de eventos que tienen lugar durante el proceso
de translocacion. Segun estos autores, eEF2¢GTP se une al ribosoma pre-translocacional, en el que los RNAt estan
alineados con sus respectivos sitios A, P, y E (RNAt en E no mostrado en el esquema) (a), promoviendo y
estabilizando la formacién de un estado hibrido, en el que se libera el RNAt del sitio E (no mostrado en el
esquema) y en el que los otros dos RNAt adquieren una posicién hibrida: A/P (en SSU/LSU) para el peptidil-RNAt y
P/E (en SSU/LSU) para el RNAt descargado (b). La unidn de eEF2 coincide con un movimiento de rotacién
(“ratcheting”) de la subunidad ribosémica pequefia (SSU) con respecto de la subunidad ribosémica grande (LSU).
Se produce entonces la hidrdlisis de GTP, la cual induce un movimiento en el dominio IV de eEF2, de forma que el
extremo de este dominio interrumpe la conexidn existente entre el complejo cabeza de la SSU-RNAt-RNAm y el
cuerpo de la SSU (c). Una vez que se ha interrumpido la union al cuerpo de la SSU, la cabeza de la misma rota en
la direccién de la elongacidn, translocando el RNAm un coddn y el anticoddn de los RNAt “hibridos” a los sitios P y
E (d). La translocacion se completa mediante la combinacién del movimiento inverso de la cabeza de la SSU y la
rotacion inversa (“reverse ratcheting”) de la SSU, al tiempo que el eEF2¢GDP se disocia del ribosoma, dejando el
ribosoma en estado post-translocacional (con los RNAt en estado “clasico”), listo para una nueva ronda de
elongacion (e).

independiente, de forma que un RNAt puede estar en conformacion clasica (A/A), mientras que
el otro puede estar en conformacion hibrida (P/E). A este estado, al que se puede llegar en
ausencia de factores de elongacion, lo han denominado estado intermedio o de transicién. No
obstante, en ausencia de factores de elongacidon disminuye en gran medida la tasa de
translocacion. Es por ello que se cree que los factores de elongacién surgieron, durante el curso
de la evolucidn, para disminuir las barreras energéticas entre los diferentes estados.

5.2- Mecanismo de Hidrdlisis del GTP

En la hidrélisis de GTP juegan un papel importante las regiones conservadas del dominio
G de eEF2/EF-G (switch-1y 2, y el P-loop), las cuales se unen al GTP. Por su parte, el GAC
(“GTPase Activating Center”), localizado en la LSU, es el sitio de contacto con el switch-1y 2 de
eEF2, y también desempefia un papel en la hidrdlisis de GTP, ya que se cree que es el propio
ribosoma el que actia como proteina activadora de la actividad GTPasica. El SRL (“sarcin-ricin
loop”) del ribosoma es un tetraloop en el RNAr de la LSU que se encuentra préximo al switch-1
de eEF2/EF-G*GTP, y que también estd implicado en la activacion de la actividad GTPasa (la
rotura del SRL con las ribotoxinas a-sarcin o ricina, inhibe la unién de los factor de elongacién).
Se ha observado que en la transicion de eE2¢GTP a eEF2¢GDP se produce un movimiento de
acercamiento del dominio de unién a GTP (dominio G), pero también de los dominios G y II,
del factor de elongacién hacia el GAC del ribosoma, siendo quizas esta transicidn la que altere
las interacciones entre SRL y las regiones switch, dando lugar a la hidrdlisis de GTP. Por su parte
los dominios lll, IV y V se mueven en la direccidn contraria, alejandose del GAC.

93



Capitulo Il

5.3- Rotacién de la Cabeza de la SSU, una Etapa Crucial en la Translocacion

Mientras que el movimiento de los RNAt en la LSU se puede explicar por la unién de
eEF2/EF-GeGTP vy la rotacién concomitante del ribosoma, el movimiento de avance de un
coddn de los RNAt a lo largo del RNAm, es mds complicado de explicar. Numerosas evidencias
apuntan a que la hidrdlisis de GTP precede al movimiento de translocacion. Asi, estudios
cinéticos sugieren que la hidrdlisis de GTP conduce a un desbloqueo (“unlocking”) que produce
cambios conformacionales en el ribosoma. Posteriormente, estudios de cryo-EM han
propuesto que el mecanismo responsable de ese desbloqueo, son los cambios
conformacionales que se producen en el dominio IV de eEF2; particularmente importante es el
movimiento de 6 A del extremo de dicho dominio (ver Fig. 20 panel derecho), responsable de
interrumpir la conexidon entre el centro de descifrado (“decoding center”) localizado en el
cuerpo de la SSU, y el duplex RNAmM-RNALt en el sitio A, pegado a la cabeza de la SSU (Fig. 19c).
Asi, una vez que se ha cortado dicho contacto, la cabeza de la SSU puede rotar libremente,
translocando simultdneamente al complejo RNAmM-RNAt de los sitios Ay P a los sitios P y E,
respectivamente (Fig. 19d). Este movimiento de la cabeza de la SSU arrastra el anticodén (en
concreto el ASL o “anticodon stem-loop”) del RNAt en el sitio P/E hacia el sitio E, y en este
punto el RNAt estd probablemente comprometido a permanecer en el sito E debido a la fuerte
interaccidn con la proteina del tallo L1. Finalmente, se cree que la disociacién de eEF2¢GDP del
ribosoma vy la liberacién de P;j, produce la interrupcién de las interacciones entre la cabeza de la
SSU vy los RNAt, mediante la combinacién del movimiento inverso de la cabeza de la SSU y la
rotacion inversa (“reverse ratcheting”) de toda la SSU (Fig. 19¢). Se especula que este evento es
el que permite al RNAt acomodarse completamente en el sitio E/E, y al ribosoma adquirir su
estado post-translocacional final.

Por otro lado, es posible que la unién de eEF2 al ribosoma proporcione de manera
indirecta la fuerza motriz para el movimiento de rotacidn de la cabeza de la SSU: la unién de
eEF2eGTP al ribosoma y el movimiento de “ratcheting” son eventos acoplados, que conducen
a la curvatura del la parte superior de la hélice 44 (h44) de la SSU, generando un movimiento
de 8 A en el “decoding center” desde el sitio A hacia el sitio P (en la direccién de translocacion
del RNAM-RNALt), y probablemente estabilizando el RNAt del sitio A en el estado hibrido A/P.
Dicho movimiento es su vez necesario para que el dominio IV de eEF2 entre en el sitio A. Asi, la
cabeza de la SSU estaria preparada para rotar tan pronto como la conexidn entre el “decoding
center” (localizado en el cuerpo de la SSU), y el duplex RNAmM-RNAt en el sitio A (alin pegado a
la cabeza de la SSU), sea interrumpida por el movimiento del extremo del dominio IV que se
produce tras la hidrdlisis de GTP.

Como se ha comentado previamente, han sido numerosos los estudios encaminados a
determinar la estructura de eEF2 (EF-G) durante las distintas fases del proceso de
translocacién. Se asume que eEF2 puede adquirir, al menos, cuatro conformaciones diferentes
(ver Figura 20): i) unido a GTP vy libre; ii) unido a GTP y unido al ribosoma; iii) unido a GDP y
unido al ribosoma; y iv) unido a GDP vy libre. Los cambios entre las distintas conformaciones
suponen de forma genérica un movimiento de bisagra de los dominios C-terminales (lll, IV, y V)
con respecto a los dominios N-terminales (I, G, y Il) (Agrawal et al., 1999; Agrawal et al., 1998;
Jorgensen et al., 2003; Spahn et al., 2004), y, como veremos a continuacion, juegan sin duda un
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papel importante en la funcidn del factor de elongacién.

Han sido empleadas distintas aproximaciones experimentales con objeto de capturar
una “imagen estatica” de las distintas conformaciones adoptadas por el eEF2/EF-G, en
condiciones similares a las fisioldgicas. Estas aproximaciones se basan en el empleo de técnicas
de cristalografia de rayos X para el estudio de las formas libres, y de cryo-EM para el estudio de
las formas unidas al ribosoma, combinadas con estrategias para tratar de estabilizar las
distintas conformaciones, empleando para ello analogos de GTP no hidrolizables, o
determinados compuestos, como el acido fusidico, la sordarina, o el tetrafluoruro de aluminio,
gue bloquean el complejo eEF2/EF-Geribosoma en una conformacién determinada. En la Tabla
7 se presenta un breve resumen de dichas estrategias. No obstante, y debido a las dificultades
técnicas, los modelos propuestos son incompletos (ya que la mayoria se ha realizado en

Tabla 7. Aproximaciones empleadas para determinar la estructura de eEF2/EF-G

Tipo de Ensayo Estrategia empleada Estado de eEF2/EF-G Organismo Referencia
rayos X EF-G en solucion Thermus thermophilus (Aetal., 1994)
rayos X EF-G+GDP en solucion Thermus thermophilus (Czworkowski et al., 1994)
rayos X EF-G (H573A) EF-G+-GDP en solucién Thermus thermophilus (Laurberg et al., 2000)
rayos X EF-G (T84A)/GDPNP EF-G-GTP en solucion Thermus thermophilus (Hansson et al., 2005)
rayos X EF-G-2:GTP en solucion Thermus thermophilus (Connell et al., 2007)
cryo-EM GMPPNP (anéalogo no hidrolizable de EF-G+GTP unido al ribosoma Thermus thermophilus (Connell et al., 2007)
GTP)
cryo-EM GMPP(CH2)P (analogo no EF-G+GTP unido al ribosoma E. coli (Agrawal et al., 1999)
hidrolizable de GTP)
cryo-EM Acido fusidico EF-G+GDP unido al ribosoma E. coli (Agrawal et al., 1999)
cryo-EM GMPP(CH2)P (analogo no EF-G+GTP unido al ribosoma E. coli (Frank and Agrawal, 2000)
hidrolizable de GTP)
cryo-EM Acido fusidico EF-G+GDP unido al ribosoma E. coli (Frank and Agrawal, 2000)
cryo-EM Thiostrepton EF-G+GTP unido al ribosoma E. coli (Stark et al., 2000)
cryo-EM Acido fusidico EF-G+GDP unido al ribosoma E. coli (Stark et al., 2000)
cryo-EM GDPNP (analogo no hidrolizable de  EF-G+GTP unido al ribosoma E. coli (Valle et al., 2003)
GTP)
cryo-EM Acido fusidico EF-G+GDP unido al ribosoma E. coli (Valle et al., 2003)
cryo-EM fMet-RNAt fMet en el sitio P Ribosoma E. coli (Gao et al., 2003)
cryo-EM GDPNP (analogo no hidrolizable de  EF-G+GTP unido al ribosoma E. coli (Gao et al., 2003)
GTP)
rayos X eEF2 en solucién S. cerevisiae (Jorgensen et al., 2003)
rayos X Sordarina eEF2-GDP-sordarina en solucién S. cerevisiae (Jorgensen et al., 2003)
rayos X ADP ribosa/Sordarina ADPR-eEF2:GDP-sordarina en soluciéon S. cerevisiae (Jorgensen et al., 2004)
cryo-EM Sordarina eEF2:GDP-sordarina unido al ribosoma  S. cerevisiae (Gomez-Lorenzo et al.,
2000)
cryo-EM Sordarina eEF2:GDP-sordarina unido al ribosoma  S. cerevisiae (Spahn et al., 2004}
cryo-EM GDPNP eEF2-GTP unido al ribosoma Thermomyces lanuginosus  (Taylor et al., 2007)
cryo-EM ADP ribosa/GDPNP ADPR+eEF2:GTP unido al ribosoma Thermomyces lanuginosus  (Taylor et al., 2007)
cryo-EM ADP ribosa/Sordarina ADPR-eEF2:GDP-sordarina unido al Thermomyces lanuginosus  (Taylor et al., 2007)
ribosoma
cryo-EM ADP ribosa/Sordarina/GDPNP ADPR-eEF2-GTP-sordarina unido al Thermomyces lanuginosus  (Taylor et al., 2007)
ribosoma
cryo-EM Tetrafluoruro de aluminio eEF2-GDP unido al ribosoma Thermomyces lanuginosus  (Sengupta et al., 2008)
cryo-EM coronavirus RNAm pseudoknot RNAm-RNAt-eEF2 unido al ribosoma reticulocitos de conejo (Namy et al., 2006)
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ausencia de algunos de los factores implicados en la translocacién, tipicamente los RNAt), y
todavia quedan muchas incégnitas por descifrar en el mecanismo de translocacion.

A continuacion, en la Figura 20 desglosaremos los cambios conformacionales observados
en eEF2 (EF-G) durante la translocacién y las posibles implicaciones bioldgicas de dichos
cambios en el contexto del ribosoma en elongacidn (Frank et al., 2007).

pre-translocational ribosome s to ribosome ratcheted ribosome; hybrid-state tRNA

- v

N

>

C/ 4
A—P GTP hydrolysis v f?
site site on ribosome 6A

EF-G exchanges
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post-translocational ribosome EF-G-GDP dissociates from ribosome EF-G-GDP

Figura de (Frank et al., 2007)

Figura 20. Cambios conformacionales de EF-G a lo largo del proceso de translocacion. Los cambios
conformacionales observados en EF-G implican en general un movimiento de bisagra de los dominios C-
terminales (llI, IV, y V) con respecto a los dominios N-terminales (I, Il, y G*). (En el centro) Los dominios estan
coloreados y se muestra la direccidon del movimiento del RNAt del sitio A al P en el contexto del ribosoma. (Arriba)
EF-G*GTP en solucidn (rojo). La union de EF-GeGTP al ribosoma (amarillo) induce cambios conformacionales que
generan un movimiento de 27 A en la parte distal del dominio IV. Estos grandes cambios en la conformacién del
factor, probablemente facilitan el movimiento de los RNAt en la direccién de la translocacion, estabilizdndolos en
el estado hibrido, y estabilizando al ribosoma en su orientacidn rotada (“ratcheted”). (Derecha) La comparacion
del factor unido al ribosoma antes (amarillo), y después (azul), de la hidrélisis de GTP revela un pequefio
movimiento de 6 A del extremo del dominio IV hacia el “decoding center”. Este movimiento es probable que
interrumpa el contacto entre el “decoding center” localizado en el cuerpo de la SSU, y el duplex RNAmM-RNAt en el
sitio A, pegado a la cabeza de la SSU, de manera que la translocacion del RNAm-RNAt puede ocurrir via rotacion
de la cabeza de la SSU. (Abajo) La disociacion de EF-GeGDP —unido al ribosoma (azul), en comparacién con el
factor en solucidn (rosa)- da lugar a un gran cambio conformacional en el factor, que incluye un movimiento de
43 A del extremo del dominio IV. Este cambio conformacional probablemente contribuya a la disociacién del
factor, permitiendo el movimiento inverso de la cabeza de la SSU y la rotacion inversa (“reverse ratcheting”) de la
SSU. (lzquierda) La comparacion del factor EF-GeGDP libre en solucién (rosa), con el factor libre pero unido a GTP
(EF-GeGTP) (rojo), muestra de nuevo un movimiento, esta vez de 25 A, del extremo del dominio IV.
Adicionalmente, la unién de GTP induce cambios en la estructura de las regiones switch-1 y switch-2 del sitio de
union a GTP (dominio 1) de eEF2/EF-G. La suma de dichos cambios conformacionales podria explicar la mayor
afinidad de EF-GeGTP por el ribosoma en estado pre-translocacional.
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Como se ha puesto en evidencia en los numerosos estudios esquematizados en la Figura
20, el dominio IV de eEF2 tiene una funcién fundamental en el proceso de translocacién. Esta
importancia se ha visto apoyada por estudios genéticos, bioquimicos y estructurales en los que
se ha mutagenizado o delecionado el extremo de dicho dominio (Rodnina et al., 1997;
Savelsbergh et al., 2000; Laurberg et al., 2000). Los resultados de nuestro trabajo, que seran
presentados a continuacion, nos llevaron a centrar nuestra atencién en dicho dominio, y en
particular en un residuo de histidina muy conservado evolutivamente (His583 en E. coli/His699
en S. cerevisiae/His715 en humanos).

Este residuo de histidina conservado, es modificado post-traduccionalmente en el eEF2
dando lugar a un residuo que recibe el nombre de diftamida (“diphthamide”) (Van Ness et al.,
1980). La diftamida es exclusiva del eEF2 y estd muy conservada en eucariotas y arqueas
(Pappenheimer et al.,, 1983); estando ausente en el factor de eubacterias. Distintos
experimentos con mutantes puntuales en el residuo de histidina sustrato de la diftamidacion,
asi como con mutantes de delecidn en la ruta de modificacion post-traduccional de la histidina
hasta diftamida, han demostrado que el residuo de diftamida no es esencial para la funcion de
eEF2 (Chen et al., 1985; Liu et al., 2004; Phan et al., 1993). No obstante, también se ha descrito
gue determinadas mutaciones de este residuo, disminuyen o inhiben el crecimiento celular
(Kimata and Kohno, 1994; Phan et al., 1993). Este menor crecimiento es debido, al menos en
parte, a una menor tasa de translocacion, ya que en la levadura el mutante H699N es sensible
a compuestos inhibidores de la traduccion y presenta una menor tasa de traduccién (Ortiz et
al., 2006), fenotipo compartido con el mutante dominante negativo H699K (Ortiz and Kinzy,
2005). Mutaciones en el residuo de histidina equivalente en el factor procariota EF-G
disminuyen la tasa de translocacion en mds de dos 6rdenes de magnitud (Savelsbergh et al.,
2000).

La diftamida es la diana de toxinas bacterianas, como la exotoxina A (ETA) de
Pseudomonas aeruginosa, la toxina diftérica de Corynebacterium diphtheriae, y una toxina
recientemente identificada (“cholix toxin”) producida por Vibrio cholerae (Jorgensen et al.,
2008). Estas toxinas ADP-ribosilan el anillo imidazol de la diftamida en el eEF2, usando NAD*
como sustrato, provocando el bloqueo irreversible de la translocacién de la sintesis de
proteinas y, consecuentemente, la muerte de la célula (revisado por (Yates et al., 2006)); sin
que afecten al factor de elongacion de la bacteria patégena. Diversos trabajos han mostrado
que mutaciones en el eEF2 que impiden la biosintesis de diftamida generan resistencia a la
toxina diftérica y a ETA (Chen et al., 1985; Foley et al., 1995; Moehring and Moehring, 1988;
Moehring et al., 1980; Moehring et al., 1984).

Estudios de cryo-EM del eEF2 en complejo con el ribosoma han sugerido que el extremo
del dominio IV, que incluye la diftamida, tiene un papel importante en la estabilizacion del
emparejamiento coddn-anticodén (Spahn et al., 2004).

La sordarina actua uniéndose al complejo eEF2eribosoma, estabilizdndolo en la forma
post-translocacional (POSTeeEF2¢GDP) y, por tanto, deteniendo la elongaciéon del péptido
naciente (Justice et al., 1998; Justice et al., 1999; Dominguez et al., 1999). Estudios recientes de
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cristalizacion han localizado el sitio de unién de la sordarina al eEF2 de S. cerevisiae en un
“bolsillo molecular” entre los dominios Ill, IV y V (Jorgensen et al., 2003); una posicion que
coincide con los estudios genéticos de resistencia a sordarina realizados en esta levadura (Capa
et al., 1998; Justice et al., 1998; Shastry et al., 2001). Estos estudios estructurales han revelado
gue la unién de la sordarina al eEF2 da lugar a cambios conformacionales importantes en los
tres dominios C-terminales (lll, IV y V). En particular, el dominio Ill rota con respecto a los
dominios IV y V produciendo una reorientacion de los dominios C-terminales con respecto a los
dominios N-terminales. Se genera asi una estructura mucho mds abierta y extendida del
complejo eEF2esordarina, en comparacién al eEF2 libre, y que se asemeja a la conformacion
qgue adquiere el eEF2 durante la translocacidn (Jorgensen et al., 2003) (ver el panel derecho de
la Fig. 18b).

8.1- El Bolsillo de Unién de la Sordarina

En la unién de la sordarina a eEF2 intervienen los residuos GIn490, Ala562 y Phe798,
formando puentes de hidrégeno con la misma (Fig. 21a). Muchos de los residuos que
contactan con la sordarina estan localizados en la zona de unién entre los dominios
(“interdomain linkers”) (Fig. 21b), lo que podria explicar los grandes cambios conformacionales
que ejerce la sordarina en eEF2. El bolsillo en el que se encuentra localizada la sordarina no
esta preformado en eEF2 libre (Fig. 21c), por tanto la unién de la droga a eEF2 es un ejemplo
de “induced fit”. En dicho bolsillo hay una serie de residuos conservados que son importantes
para la estabilizacidon del complejo eEF2-sordarina. Dichos residuos actian a modo de cierre
del bolsillo, conteniendo a la sordarina cerca del dominio IV y uniendo los tres dominios C-
terminales (Jorgensen et al., 2003) (Fig. 21b).

Figura de ((Jorgensen et al., 2003)

Figura 21. El bolsillo de unién a sordarina. (a) La sordarina (dtomos de carbono en gris) se une a eEF2 en un
bolsillo formado por residuos del dominio Il (azul), dominio IV (rojo), y dominio V (en verde). Los residuos
Glu490, Ala562, y Phe798 forman puentes de hidrégeno con la sordarina. Tres moléculas de agua (esferas rojas)
también median los contactos entre la sordarina y eEF2. (b) El bolsillo de unidn a sordarina (gris) entre los tres
dominios C-terminales en la estructura de eEF2esordarina. La interaccion de los residuos Glu524, Arg564, y
Trp801, asi como el puente de hidrégeno entre Glu527 y Val560, son importantes para la estabilizacion de la
sordarina. (c) El posible sitio de unidn de la sordarina (gris) no esta accesible en la estructura de eEF2 libre, ya que
esta ocupado por los residuos 486-489 y 532-534. Los residuos 519-524 del dominio Ill, importantes para la unién
de sordarina, se encuentran desplazados del bolsillo de unién debido a la rotacion del dominio Il con respecto a
los dominios IV y V. No obstante, estos residuos se encuentran accesibles en eEF2 libre y mantienen la misma
conformacién que en eEF2esordarina.
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La unién de la sordarina a eEF2 restringe, por tanto, el movimiento de los dominios C-
terminales. Dicha unién impide, ademds, que se produzcan los movimientos completos del
dominio G" y del extremo del dominio IV que acompanfan a la hidrélisis de GTP, atrapando por
tanto al ribosoma en un estado translocacional intermedio tras la hidrélisis del GTP (Sengupta
et al.,, 2008). Aparentemente, la sordarina atrapa al factor de elongacién 2 entre el estado
unido a GTP (GDPNP) y el estado unido a GDP (AlF4). Por tanto, es posible que, al contrario de
lo que se pensaba, el complejo eEF2eribosoma unido a sordarina no refleje exactamente el
estado de post-hidrélisis de GTP (POSTeeEF2¢GDP) (Sengupta et al., 2008).

8.2- eEF2+*Sordarina en el Contexto Ribosémico

Una de las claves del modo de accidén de la sordarina parece estar en el cambio de
conformacién que adquiere el dominio Il de eEF2, tanto en el complejo eEF2esordarina
(Jorgensen et al.,, 2003) (ver el panel derecho de la Fig. 18b) como en el complejo
eEF2eribosoma unido a sordarina; lo que le permite interaccionar con el SRL de la LSU (Spahn
et al., 2004). Dicha interaccion no ha sido identificada en el complejo eEF2¢GTP (GDPNP), ni en
el eEF2¢GDP (AlF,4) (Sengupta et al., 2008). Es posible, que el dominio Il de eEF2 adquiera en el
ribosoma una conformacién parecida a la que adquiere en el ribosoma en presencia de
sordarina. En este caso, al menos parte del coste energético del reordenamiento de los
dominios de eEF2 seria asumido por la interaccion eEF2eribosoma, explicando asi la mayor
afinidad de la sordarina por eEF2 unido al ribosoma (Dominguez and Martin, 1998).

Asi, se ha sugerido que la interaccion entre el dominio Il y el SRL en presencia de
sordarina, que impide al dominio Ill apartarse del SRL tras la hidrdlisis de GTP, tiene un papel
crucial en el mecanismo de inhibicion de la sordarina al evitar la disociaciéon de eEF2 del
ribosoma (Spahn et al., 2004). Datos del complejo eEF2eribosoma con AlF,; confirman la idea
de que el dominio Il de eEF2 sufre una reorientacidn que lo lleva a una posicién inusual en el
complejo con sordarina, de manera que se inhibe la disociacion de eEF2 del ribosoma
(Sengupta et al., 2008).

Recientemente, se ha descrito que la sordarina se puede unir a eEF2, tanto unido a GDP
como unido a GTP (GDPN) (Taylor et al., 2007), aunque de momento se desconoce si esto
ocurre in vivo y las posibles consecuencias a nivel fisiolégico de dicha unién.

Experimentos in vitro indican que eEF2 se une a nucledtidos adenilicos en una zona
diferente a la de unién a nucledtidos guanilicos, y que la sordarina puede desplazar tanto al
ADP como al ATP del eEF2 (Soe et al., 2007). Estos datos sugieren que, o bien la sordarina
solapa con el sitio de unién de ADP/ATP, o bien induce un cambio conformacional en el factor
gue impide la unién de ADP/ATP. En cualquier caso, se ignora la funcidn bioldgica de la posible
unién de nucleétidos de adenina al eEF2.

Otros autores han descrito que, en presencia de ATP, eEF2 induce in vitro la disociacion
del ribosoma 80S en sus subunidades, y que la sordarina impide dicha disociacién y estimula la
actividad ATPasa (Demeshkina et al., 2007).
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Sordarin and its derivatives are antifungal compounds of potential clinical interest. Despite the highly
conserved nature of the fungal and mammalian protein synthesis machineries, sordarin is a selective inhibitor
of protein synthesis in fungal organisms. In cells sensitive to sordarin, its mode of action is through preventing
the release of translation elongation factor 2 (eEF2) during the translocation step, thus blocking protein
synthesis. To further investigate the cellular components required for the effects of sordarin in fungal cells, we
have used the haploid deletion collection of Saccharomyces cerevisiae to systematically identify genes whose
deletion confers sensitivity or resistance to the compound. Our results indicate that genes in a number of
cellular pathways previously unknown to play a role in sordarin response are involved in its growth effects on
fungal cells and reveal a specific requirement for the diphthamidation pathway of cells in causing eEF2 to be
sensitive to the effects of sordarin on protein synthesis. Our results underscore the importance of the powerful
genomic tools developed in yeast (Saccharomyces cerevisiae) to more comprehensively understanding the
cellular mechanisms involved in the response to therapeutic agents.

Sordarin is a natural product originally isolated from Sor-
daria araneosa. A family of sordarin-related compounds has
been described, all of them inhibiting cell growth by interfering
with protein synthesis (6, 7). Even though there is a high
degree of homology between the fungal and mammalian pro-
tein synthesis machineries, these inhibitors are highly specific
for the fungal elongation step (24). Moreover, the sordarin
derivatives display various levels of antifungal activity when
tested against different species of fungi, with some of them
being sensitive while others are resistant (15, 28).

Two proteins have been described as targets of sordarin and
its derivatives, both involved in protein synthesis: translation
elongation factor 2 (eEF2) (5, 7, 21) and the large ribosomal
subunit protein rpP0 (13, 22). In the former target, character-
ization in yeast (Saccharomyces cerevisiae) of spontaneous re-
sistant mutants along with site-directed mutagenesis has been
used to identify residues 521, 523, and 524 as the most impor-
tant amino acids in eEF2 involved in the binding of sordarin
(41). Additional residues located at other sites in eEF2 have
also been implicated in sordarin resistance (5, 21). Regarding
RPP0, spontaneous resistant mutants have been isolated in the
region from amino acid 137 to 144 (13, 22), and site-directed
mutagenesis results also have implicated residues 119, 124, and
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126 of rpP0 in sordarin resistance (39, 40). In any case, as
sordarin directly binds to eEF2, this factor seems to be the
primary target of the drug. However, since the ribosome
strongly increases the affinity for the drug, the eEF2-ribosome
complex must be considered as the functional target, where mu-
tations in the stalk PO protein must induce resistance through
allosteric effects. These data suggest that the sordarin binding site
seems to be quite susceptible to long-distance conformational
changes.

Sordarin has been a valuable tool in analyzing some struc-
tural and functional aspects of the eukaryotic ribosome. Thus,
it has been used in cryo-electron microscopy to visualize stalled
ribosomes, associated with eEF2 (14, 42, 45). Moreover, it has
facilitated the crystallization of eEF2 (19, 20), making it pos-
sible to dock the eEF2-sordarin X-ray structure in the molec-
ular model of the yeast ribosome, revealing conformational
changes within eEF2 in the ribosome which facilitate tRNA
translocation (18, 42, 45).

Since mutants highly resistant to sordarin have been isolated
only from strains with mutations in eEF2 and rpP0, these are
probably the main targets involved in the inhibitory mecha-
nism. However, the participation of additional proteins and
pathways in the process cannot be ruled out. As an example,
the remaining components of the ribosome stalk have been
shown to be somehow involved in the sordarin mode of action,
since in spontaneous mutants sordarin resistance is diminished
by deletion of rpPla and rpP2B (13). Due to the specificity of
the sordarin mechanism of protein synthesis inhibition, any
protein that affects this inhibition is expected to be involved,
either directly or indirectly, in the translocation mechanism.
Therefore, the search for these proteins could provide a way to
identify new effectors of the translation process.
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The availability of a nearly complete set of gene deletion
mutants of yeast (49) enables genome-wide screenings of null
mutants for a variety of phenotypes. Screening the yeast “dis-
ruptome” has proved to be a useful high-throughput functional
genomic tool to identify genes involved in responsiveness to
drugs (27, 44) as well as other phenotypes. Although mutations
in genes encoding components involved in the translocation
process are plausible candidates to render cells resistant or
sensitive to sordarin, it is likely that other mechanisms partic-
ipate in the response. Microbial cells can resist the action of
any drug by three main mechanisms: (i) modification of the
target, (ii) inactivation of the drug, and (iii) changes in the
permeability of cells to the compound (31). Since it is highly
improbable that deletion of a yeast gene can result in the
inactivation of sordarin, we would expect to isolate mutants
whose resistance to this compound is due to one of the other
two mechanisms. Using this yeast deletion collection, we per-
formed a chemical genomic screen to identify the spectrum of
genes whose deletion alters the fitness profile in the presence
of sordarin. This analysis revealed that a wide range of gene
functions is required to protect cells against sordarin cytotox-
icity. Most strikingly, our results reveal a role for diphthamide
modification of eEF2 in sordarin-mediated toxicity.

MATERIALS AND METHODS

Yeast strains and growth conditions. The collection of nonessential haploid
MATa yeast deletion strains derived from parent strain BY4741 (MATa his3A1
leu2A0 metI15SA0 ura3A0) was obtained from Euroscarf (Frankfurt, Germany;
http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/index.html) in a 96-well plate
format. The deletion strains were generated by the Saccharomyces Genome
Deletion Project (http://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project
/deletions3.html) by replacing the target gene with a Kan" cassette, KanMX4, by
means of a PCR-based gene disruption strategy (49).

Yeast strains were grown on standard rich medium (yeast-peptone-dextrose
[YPD; 1% yeast extract, 2% Bacto peptone, 2% glucose]), synthetic minimal
medium (SD; 0.17% yeast nitrogen base without amino acids, 0.5% ammonium
sulfate, 2% glucose supplemented according to the requirements of the strains),
and synthetic complete medium (SC; SD medium with 0.079% complete sup-
plement mixture [ForMedium, Norwich, United Kingdom]). Glucose was re-
placed by 2% galactose and 1% raffinose when noted. All cultures were incu-
bated at 28°C.

Spontaneous sordarin-resistant yeast mutants, the fpr/-19 (S523T) (5) and
fpr2-17 (N138H, A140W double mutant) (13) mutants, were provided by Glaxo-
SmithKline.

Petite mutants derived from parent strain BY4741 were isolated after growth
in the presence of ethidium bromide (12). As expected, these cells were not
viable when glycerol or ethanol were used as a nonfermentable carbon source.

Growth assays for sordarin sensitivity and resistance. (i) High-throughput
sordarin sensitivity/resistance screens. Approximately 4,800 haploid deletion
strains in the BY4741 background were screened for sensitivity/resistance to
sordarin in SC liquid medium. Strains were pinned from 96-well frozen stock
plates by using a stainless steel 96-pin replicator (Nalgene Nunc International)
into 96-well plates containing 150 pl of liquid YPD medium supplemented with
G418 (150 mg/liter; Gibco-BRL). The plates were incubated at 28°C for 3 days
until they were confluent and then pin replicated onto liquid SC 96-well plates
containing either no drug or sordarin derivative GM193663 (a gift from Glaxo-
SmithKine [15, 28]) at 2 ng/ml for sensitivity tests and 62.5 ng/ml for resistance.
Plates were incubated at 28°C and growth was quantitatively scored every 24 h
over a period of 5 days by optical density at 595 nm (ODsys) readings using a
microplate reader spectrophotometer (model 550; Bio-Rad Laboratories). The
sordarin sensitivity/resistance was scored on the basis of the relative growth of
each mutant against that of the wild type in the same plate and with that of the
mutant in the control plates, where no inhibitor was added. Putative sordarin-
sensitive and -resistant strains identified during the screening of the yeast knock-
out collection were further retested at least in duplicate under the same condi-
tions described for the screening. Validation was performed at 62.5 ng/ml, 125
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ng/ml, and 500 ng/ml for resistance phenotype testing and at 2 ng/ml for sensi-
tivity testing.

(ii) Plate spotting test analysis. Cultures grown in 96-well plates were resus-
pended using a 96-well plate shaker (Microtec; Infors AG), and four serial
10-fold dilutions in water were done. Five-microliter portions of the diluted
cultures were spotted using a replica plater for a 96-well plate (Sigma-Aldrich) to
OmnyTray plates (Nalgene Nunc International) containing SC solid medium.
The plates were incubated at 28°C for 6 days and were imaged every 24 h.

Data analysis and functional group classification. To identify functional clus-
ters of genes, statistical analysis of overrepresentation of functional categories
affected by sordarin was performed by using Gene Ontology (GO) (2), functional
annotations tools from FatiGo, FUNSPEC (http://funspec.med.utoronto.ca/)
(36), the GO term finder at the Saccharomyces Genome Database (SGD) (http:
/lwww.yeastgenome.org/), and the MIPS functional catalogue (http:/mips.gsf.de
/genre/proj/yeast).

The gene classification was done subjectively, supported by SGD, the Yeast
Proteome Database, and the Comprehensive Yeast Genome Database at MIPS
as well as the literature. Microsoft Excel was used to further manipulate and
analyze data.

Molecular biology and yeast genetics procedures. Recombinant DNA tech-
niques were carried out using standard molecular biology protocols (38). For the
induced expression of diphtheria toxin fragment A (DTA), plasmid pYEUra3-
Gall-DTA was constructed. The primers DTA-F (5'-AGGATCCATATGGCG
CTGATGATGTTGTTGA-3") and DTA-R (5'-CAGTCGACTCGTCAGACA
CGATTTCCTG-3") (restriction sites BamHI and Sall underlined) were used to
amplify DTA (23) from plasmid pT7-7-DTA (a gift from the laboratory of R. J.
Collier at Harvard Medical School). The amplified product was cloned in
pGEM-T (Promega) vector and subsequently digested with BamHI and Sall and
cloned in the expression plasmid pYEUra3 (Clontech) under the control of the
GALI promoter to yield the galactose expression-induced plasmid pYEUra3-
DTA. Yeast transformations were performed by a modification of the standard
lithium acetate/polyethylene glycol method (11).

The dph3A mutant was constructed by use of a PCR-based gene deletion
strategy using the KanMX6 marker, flanked by 40 bases of homology to the
region upstream of the DPH3 open reading frame, including the AUG, and 40
bases of homology to the region downstream of it, including the stop codon. The
PCR product was integrated by homologous recombination, replacing the wild-
type gene with the Kan" marker by standard transformation of the parental strain
BY4741. The deletion was confirmed by colony PCR of 10 geneticin-resistant
transformant clones by use of primers DPH3-5" (upstream of the deleted DPH3)
and KanB (within the KanMX6 module).

Biochemical methods. (i) Polyphenylalanine synthesis. Ribosomes and S-100
fractions were prepared from cells grown in YPD medium to an ODy, of 0.4
(37). The procedure and experimental conditions for polyphenylalanine synthesis
directed by poly(U) are described in reference 35.

(ii) ADP ribosylation assays. Exponentially (ODgy, = 0.6) growing cells in
YPD were collected, washed, and disrupted with sea sand in 1 volume of 80 mM
KCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 12.5 mM MgCl,, 5 mM 2-mercaptoethanol. S-100
extracts were prepared and sequentially precipitated with ammonium sulfate
(37). The 30 to 70% fraction was resuspended in 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 5 mM
2-mercaptoethanol, and the protein concentration was determined by Bradford
assay (3). The ADP ribosylation reaction was performed in a reaction mix
containing, in 100 pl, 0.5 mg of yeast extract, 2 pg of DTA, and 2 pM
['“CINADH (9.18 GBg/mmol; Amersham Biosciences). The reaction was car-
ried out for 40 min at 30°C and terminated by adding 1 ml of 10% trichloroacetic
acid. Incorporation of ADP-ribose into eEF-2 was measured as radioactivity
present in 10% trichloroacetic acid precipitates.

(iii) Sordarin binding. The sordarin in vitro binding assays were performed as
described elsewhere (13). Cell-free S-50 extracts were prepared from cells grown
in YPD medium to an ODg, of 1.5. To perform the assays, 0.5 mg of protein
from an S-50 fraction and 0.1 pg of [*H]sordarin (36 kBq, 20 nmol; a gift from
GlaxoSmithKline) were mixed in a final volume of 500 pl. After 30 min of
incubation at room temperature, 400 pl from each sample were applied to a
prepacked PD-10 Sephadex G-25 column (GE Healthcare) equilibrated with
binding buffer (80 mM HEPES-KOH, pH 7.4, 10 mM MgOAc, 1 mM dithio-
threitol). [*H]sordarin bound to macromolecules was measured by counting the
radioactivity in the excluded fractions. The radioactivity counts obtained in the
presence of 10 g of cold sordarin were subtracted from all the data points. In
addition, this radioactivity was corrected by the amount of eEF2 present in each
sample (see “Electrophoretic methods” below).

Electrophoretic methods. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis was performed as described previously (38). Proteins transferred to a
polyvinylidene difluoride membrane (Immobilon; Millipore) were treated either
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FIG. 1. Sordarin growth inhibition curve. Saccharomyces cerevisiae
strain BY1741 was grown overnight in SC and then inoculated in
microtiter plates with 200 pl of the same medium containing successive
twofold dilutions of sordarin, starting at 500 ng/ml. Growth was mon-
itored for each condition by incubating the culture at 30°C over a 72-h
period.

with polyclonal antibodies prepared against eEF2 or monoclonal antibody 3BHS
against the ribosomal protein PO (48), and Western blots were developed with
enhanced chemiluminescence. Densitometry of the films was processed using the
software ImageJ 1.38x. The relative amount of eEF2 in each sample was nor-
malized using the signal due to rpPO0.

RESULTS

High-throughput sordarin phenotypic screen of a yeast
knockout collection. The availability of a genome-wide set of S.
cerevisiae deletion mutants (10, 49) makes it possible to iden-
tify nearly all the nonessential genes that could alter the yeast
sordarin sensitivity and, consequently, that might be related to
its mode of action. In order to identify these genes, the com-
plete set of isogenic nonessential haploid yeast deletion mu-
tants for putative open reading frames larger than 300 nucle-
otides was screened for their ability to grow in the presence of
different concentrations of the sordarin derivative GM193663.

The screening was initiated by testing sordarin for the ability
to inhibit growth in the yeast strain BY4741. Based on the
results of a growth curve analysis in SC medium with a broad
range of sordarin concentrations (0 to 500 ng/ml) (Fig. 1), the
primary screening for hypersensitive mutants was performed at
a semi-inhibitory concentration of sordarin (2 ng/ml), while for
resistant mutants a drug concentration (62.5 ng/ml) that se-
verely inhibited growth of the wild type in SC medium was
used. Nine mutants that were repeatedly unable to grow at 2
ng/ml of sordarin (see Table S1 in the supplemental material)
and 104 mutants showing enhanced resistance to this com-
pound (see Table S2 in the supplemental material) were iden-
tified. Out of these, 58 mutants were able to grow at very high
concentrations of the drug (500 ng/ml), and therefore they
were considered as superresistant.

Analysis of sordarin-resistant mutants. The main cluster of
the 104 genes (see Table S2 in the supplemental material),
which when deleted induced resistance to 62.5 ng/ml of sorda-
rin, is primarily involved in protein metabolism (39 out of 104
genes, or 37.5%), which is consistent with the known role of
the drug as a protein synthesis inhibitor. According to GO at
SGD, strains representing deletions of genes with functions in
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mitochondria (28 out of 104 genes, or 26.9%) and ribosomes
(17 out of 104 genes, or 16.3%) were overrepresented among
the sordarin-resistant set.

The relatively large proportion of resistant mutants that
have mitochondrial defects raised the question as to whether
this organelle as a whole is somehow related to sordarin func-
tion. To test this possibility, the response to sordarin of petite
strains derived from S. cerevisiae BY4741 by ethidium bromide
treatment was tested. However, no significant difference was
detected in their sensitivity to the drug compared with that of
the parental strain (see Fig. S1 in the supplemental material).

Implication of diphthamide synthesis in sordarin resis-
tance. The most striking feature in the sordarin-resistant
screen was the significant overrepresentation of strains deleted
for genes directly involved in peptidyl-diphthamide metabo-
lism. Diphthamidation is a specific posttranslational modifica-
tion of eEF2 unique for this protein (47). The biosynthesis of
diphthamide is accomplished by stepwise enzymatic additions
to the His699 residue of eEF2, due to the action of five pro-
teins, Dphlp to DphSp, and a still-unidentified amidating en-
zyme (26, 29, 30). We identified mutants with deletions in four
out of the corresponding genes (DPHI, DPH2, DPH4, and
DPHS5) in the sordarin-resistant set, with the dphlA, dph2A,
and dph5A mutants being among the most resistant subset (see
Table S2 in the supplemental material). The strain lacking
DPH3 was not present in the deletion mutant collection, as this
open reading frame is smaller than 300 nucleotides. Therefore,
a strain with a knockout of this gene was generated as detailed
in Materials and Methods and tested for sordarin resistance,
together with the remaining dphA mutants, in a serial dilution
spot test of growth. All the dphA mutants grew in the presence
of 100 ng/ml of GM193663, a concentration that totally inhib-
ited the growth of the parental strain (Fig. 2A). No differences
were observed between MATa and MATa yeast cells (data not
shown). As the dph3A mutant seemed to grow slower than the
remaining mutants on agar plates both in the absence and in
the presence of sordarin, we performed a growth inhibition
curve in liquid medium in order to have a more accurate
estimation of the relative resistance level. The results shown in
Fig. 2B indicate that all dphIA to dph5A mutants have similar
50% inhibitory concentration values, in the range of 300 to 500
ng/ml of sordarin, suggesting a relationship between eEF2
diphthamidation and sordarin resistance.

dphA sordarin-resistant strains are insensitive to diphthe-
ria toxin. We first wanted to confirm that, as expected, eEF2 is
not diphthamidated in the selected dphA sordarin-resistant
strains, testing their response to diphtheria toxin (26). We
expressed in these strains the DTA under the control of the
inducible GALI promoter in plasmid pYEUra-Gall-DTA. As
shown in Fig. 3, the five dphA strains were resistant to DTA.
Moreover, none of the dphA strains ADP ribosylate the factor
when they were tested in a diphtheria toxin-dependent eEF2
ADP ribosylation assay from [**C]NADH (Table 1).

dphA mutants show resistance to sordarin inhibition of pro-
tein synthesis. The preceding results indicated that yeast cells
in which DPH1I-5 genes are deleted express a nondiphthami-
dated eEF2 and, as a consequence, are highly resistant to
diphtheria toxin and moderately resistant to sordarin. Addi-
tional evidence supporting that this higher sordarin resistance
is related to protein synthesis was provided by in vitro inhibi-
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FIG. 2. DPHI to DPHS are required for sordarin sensitivity. (A) Plate assay. Drops containing 10° cells and 10-fold dilutions of the indicated
yeast strains were spotted on SC plates containing glucose in the absence or presence of 100 ng/ml of sordarin. (B) Liquid growth assay. The
indicated yeast mutant strains were grown overnight in YPD medium in flasks and then inoculated in microtiter YPD plates containing 200 nl YPD
with or without different amounts of sordarin. Under these conditions, 100% growth corresponds to an ODg, of 1.1. The relative growth after
incubation for 24 h at 30°C in the presence versus the absence of the drug is represented as the mean of three independent experiments. wt, wild

type.

tion of protein synthesis tests in extracts of the mutants. As
shown in Fig. 4, the dphA mutants show a higher 50% inhibi-
tory concentration than the wild type, confirming that the ab-
sence of diphthamide is directly related to a higher resistance
of the translation machinery to sordarin. Among the five mu-
tants, the behavior of the dph3A mutant is slightly different, as
its sensitivity in this test is halfway between that of the wild type
and those of the remaining dphA mutants.

Binding of [*H]sordarin to yeast extracts of dphA mutants.
We wondered whether sordarin resistance linked to the ab-
sence of diphthamide in eEF2 is associated with effects on the
binding of the drug to the factor. Spontaneous mutations in
eEF?2 that confer resistance to sordarin have been explained by

A pYEUra3-Gal1-DTA pYEUra3

wt
Iy © © & -
Iy © © @ &
dph3A ERC
dph4A l5)
dph5A

wt
dph1A
dph2A
dph3A
dph4A
dph5A

FIG. 3. DPHI to DPHS are required for diphtheria toxin sensitivity.
The indicated yeast strains transformed with either plasmid pYEUra3
or pYEUra3-Gall-DTA were grown in SD medium. Drops containing
10° cells and 10-fold dilutions were spotted on SC plates containing
glucose (A) or galactose plus raffinose (B) as a carbon source and
incubated at 28°C for 3 days. wt, wild type.

the inability of sordarin to bind to the mutant eEF2 (7, 21).
This can be observed in Fig. 5A, in the case of the fprl-19
mutant, which carries an S523T mutation in eEF2 that abol-
ishes drug binding, indicating that the factor is the only mac-
romolecular target of sordarin. Nevertheless, spontaneous sor-
darin-resistant mutations have been observed for other genes
such as RPP0, in which sordarin binding to the factor is not
completely abolished (see results in Fig. SA for the fpr2-17
strain, which carries a double mutation, N139H A140W, in
ribosomal protein P0), although this binding does not seem to
affect the function of the factor during translocation (13). We
then performed binding assays of radioactive sordarin to yeast
extracts derived from the dphA mutants (Fig. 5B). The bound
radioactivity was normalized taking into account the amount of
eEF2, the unique target of the drug, which was estimated by
Western blotting using specific antibodies against this factor
and also ribosomal protein PO used as a loading control (Fig.
5C). As shown in Fig. 5B, all dphA extracts can bind sordarin
to 60 to 80% of the level seen for the wild type.

DISCUSSION

To gain insights into the sordarin mode of action and to
reveal possible resistance mechanisms of yeast to this antifun-
gal, we performed a chemical genomics screen of the haploid
yeast deletion mutant collection.

Deletion of nine genes has been found to induce hypersen-

TABLE 1. ADP ribosylation of dphA mutants

[**C]ADP
Strain incorporated
(dpm/mg)

WIL EYPE o
dph1A mutant.
dph2A mutant.
dph3A mutant.
dph4A mutant.
dphS5A mutant
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FIG. 4. Polyphenylalanine synthesis inhibition. Ribosomes and
$100 fractions from the indicated strains were prepared as indicated in
Materials and Methods. Poly(U)-directed in vitro translation with a
cell-free system from each strain was performed in the absence or
presence of different concentrations of sordarin. The percentage of
inhibition of a representative experiment is shown, where the uninhib-
ited synthesis rate was 6.4 pmol of phenylalanine polymerized per
pmol of ribosomes. wt, wild type.

sitivity to the drug. Most of them encode mitochondrial pro-
teins (ATP1,ATP12, AFG3, SSQ1, and HEM14). Deletants for
all these genes are unable to grow in a nonfermentable carbon
source (43). Therefore, there seems to be a relationship be-
tween respiratory defects and sordarin sensitivity.

The number of identified sordarin-resistant strains is rather
large (see Table S2 in the supplemental material). Some of the
identified genes also encode mitochondrial proteins that can
be related to processes that could affect the drug transport if
this process is energy dependent. However, this does not seem
to be the case, as the sensitivity to sordarin of petite strains is
not different from that of the wild-type strain. Deletion of
genes coding for proteins involved in cell wall organization
might also inhibit drug transport. Unfortunately, it is difficult
to relate most of the identified genes with the transport pro-
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cesses, and presently their relationship with sordarin resistance
is not understood.

A number of the genes that we identified in our screen can
be directly related to the sordarin target, namely, those encod-
ing either ribosomal proteins or components of the diphth-
amide biosynthesis pathway. Seven ribosomal protein genes
are found in this group, five of them encoding mitochondrial
proteins. Since the prokaryote-type mitochondrial translation
system is presumed insensitive to sordarin, it must be assumed
that the detected effects are not directly related to their role as
components of the sordarin target. Cytoplasmic ribosomal pro-
tein L12 is encoded by two gene copies, and deletion of the B
copy results in about a 70% increase in the cell doubling time
and a proportional reduction in the cellular content of rpL.12
(4). Protein L12 binds closely to PO, forming the stalk base, and
therefore the effect of its absence on sordarin interaction is not
unexpected, as the absence of this protein in the stalk base may
affect the interaction of eEF2 with the ribosome. While it is
certainly surprising that only deletants in the RPLI2B copy,
and not in RPLI12A4, were found during the screening, this
result provides an additional evidence confirming differences
between the functional roles of ribosomal protein paralogs
(25). Similarly to RPL12, ribosomal protein L1 is also encoded
by two gene copies, and the disruption of the B copy results in
a 100% doubling time increase (34). The effect of protein L1
on sordarin resistance is perhaps more surprising due to its
location in the lateral protuberance at the opposite side of the
stalk in the ribosomal 60S subunit (42). However, L1 with the
aid of eEF3 is directly involved in the release of the deacylated
tRNA from the ribosome (1, 46), and it cannot be ruled out
that when the availability of L1 is reduced, the complete trans-
location process is slowed down, and an effect on the eEF2
conformation or the binding to the ribosome takes place,
which affects the sordarin interaction. Alternatively, L1 ab-
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FIG. 5. [*H]sordarin binding to macromolecules in cell extracts. (A) Fifty-microgram portions of cell-free S-50 extracts from the wild type and
spontaneously obtained sordarin-resistant yeast mutants fprl-19 and fpr2-17 were assayed for the binding of radioactive [*H]sordarin. (B) S-50
extracts from the wild-type and dphA strains were assayed for the binding of radioactive sordarin. Binding was normalized to the amount of eEF2,
as quantified by Western blotting with antibodies against the factor. (C) Western blotting against the ribosomal protein PO was also done as a

loading control. wt, wild type.
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sence may lead to more-efficient eEF2 release from the ribo-
some, and therefore cells are less sordarin sensitive.

We also identified genes of unknown function, and these
deserve further analysis that can provide information on their
possible function. Among these, YLR043w has properties that
could relate the encoded protein with ribosomal activities.
Thus, besides having an ATP-binding region and a chorismate
mutase-like domain, this cytoplasmic protein contains an en-
doribonuclease L-PSP domain. A rat liver protein with this
domain has been described as an inhibitor of protein synthesis
due to its single-stranded RNA endoribonuclease activity (32).
It is therefore tempting to speculate that in the absence of this
protein the conformation of the eEF2-ribosome complex
might have a diminished affinity for sordarin.

The most interesting conclusion of this study is, however, the
clear relationship between EF2 diphthamidation and sordarin
activity. The following different evidences are presented indi-
cating that diphthamide is involved in the mechanism of sor-
darin inhibition: (i) the growth of dphA mutants in the pres-
ence of inhibitory concentrations of the drug, (ii) the lower
sensitivity to sordarin of in vitro cell-free translation systems
derived from these mutants, and (iii) the reduced sordarin
binding to cell extracts derived from dphA mutants. Alto-
gether, the results strongly suggest that the binding of sordarin
to the complex between the 80S ribosome and eEF2 is signif-
icantly weaker when the factor is not diphthamidated, thus
offering an explanation for the observed resistance of strains
defective in the diphthamide biosynthesis pathway. Interest-
ingly, while mutations of His699 of eEF2 show a higher sensi-
tivity to translational inhibitors (33), the strains carrying dele-
tions in genes DPH2 or DPH5 do not confer sensitivity to the
translation inhibitors cycloheximide and hygromycin B (33).
With the exception of the dph3A mutant (see below), we have
preliminary results extending this observation to the remaining
dphA mutants (data not shown), highlighting the specificity of
the connection between sordarin sensitivity and the diphthami-
dation of eEF2.

It is interesting that not all the dphA mutants behave simi-
larly with respect to sordarin activity, suggesting that the
various intermediates in the synthesis can affect the eEF2 re-
sponse differently. In this respect, dph3A mutants have espe-
cially interesting peculiarities. These are remarkable consider-
ing that Dphl to Dph4 proteins are involved in the first step of
diphthamide synthesis, that is, the transfer of the 3-amino-3-
carboxypropyl group of S-adenosylmethionine to the imidazole
C-2 of the precursor histidine residue (26). While the overall in
vivo sordarin resistance levels are similar, the in vitro protein
synthesis in dph3A extracts is more sensitive to the drug than
are those for the remaining dphA mutants. In addition, the
growth rate of mutants lacking DPHI, DPH2, DPH4, and
DPHS is largely indistinguishable from that of the wild type in
the absence of sordarin, while dph3A mutants show a slow-
growth phenotype. Moreover, there are reports indicating that
dph3A mutants also show drug and temperature hypersensitiv-
ity not described for the remaining dphA mutants (9, 26) (our
unpublished data). These differences may be due to the in-
volvement of Dph3p in regulating the functions of the Elon-
gator complex, the well-recognized target of zymocin (8, 16).
Both Dph3p and the Elongator complex have been shown to
be required for posttranscriptional modification of uridine in
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tRNAs at the wobble position of the anticodon (16, 17). The
absence of these modifications in the dph3A mutant and not in
the other dphA mutants could account for the observed differ-
ences in sordarin resistance.

The mechanism by which diphthamide modification affects
sordarin inhibition is not obvious, since residue H699 and the
sordarin binding site are far away from each other in the eEF2
crystal structure (19, 20). While the binding site for sordarin on
eEF?2 is a pocket located between domains III, IV, and V (19),
diphthamide has been mapped in the tip of domain IV in
eEF2, protruding into the solvent, with no flexible elements
spanning the two sites (20). In addition, cryo-electron micros-
copy maps of 80S-bound ADP-ribosylated eEF2-GDPNP or
eEF2-GDPNP-sordarin do not support a conformational
change in the factor due to the binding of sordarin (45). Ad-
ditionally, it must be mentioned that some sordarin-resistant
mutations in eEF2 have been mapped far from the sordarin
binding site. These have been reported in residues R180/V187
(domain I), A475 (domain II), F612 (domain IV), and G790
(domain V) (5, 21), thus demonstrating that regions of eEF2
that are located relatively far from the binding site can affect
the sordarin inhibitory action. In all these cases, the ribosome
is probably playing an important role. Taken together, our
results indicate that, modulated by the ribosomal particle, the
absence of diphthamide has a long-range effect in eEF2, such
that it decreases the affinity of sordarin for the ribosome-
bound eEF2.

In sum, this is the first study identifying the diphthamide
biosynthetic pathway as an effector of sordarin resistance. Col-
lectively, the mutants uncovered by this screen represent a
valuable collection of candidate genes, whose further investi-
gation in the future may help to define additional cellular
pathways participating in the responses of cells to sordarin
treatment. Genes whose deletions scored as sensitive mutants
in our screen may represent possible targets for the generation
of novel sordarin derivatives. The identification of a set of
genes whose loss of function leads to enhanced sordarin resis-
tance in yeast may also provide avenues to investigate the
orthologs of these targets in pathogenic fungal species, leading
also to new opportunities for antifungal therapies.
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Figure S1. Mitochondria are not involved in sordarin resistance. Wild type

BY 1741 and petite strains were grown overnight in YPD medium in flasks and
then inoculated in microtiter YPD plates containing 200 ul YPD with or without
different amounts of sordarin. Under these conditions, 100% growth corresponds
to an ODgpp = 1.1. The relative growth after incubation for 24 h at 30 °C in the
presence vs absence of the drug is represented as the mean of two independent

experiments.



Table S1. Sordarin hypersensitive mutants unable to grow in the presence of 2 ng/ml. of sordarin.

Deleted ORF Gene NameBiological Process

Cellular Component

YERO014W

YERO17C

YLR369W

YJL180C

YBLO99W

YBL100C

YPRO72W

YDR523C

YNL225C

HEM14
AFG3
SSQ1
ATP12

ATP1

NOT5
SPS1

CNM67

Heme biosynthesis

Protein complex assembly

Intracellular sequestering of iron ion
Protein complex assembly

ATP synthesis coupled proton transport
Unknown

transcription from RNA polymerase |
Protein amino acid phosphorylation*

Microtubule nucleation

Mitochondrion

Mitochondrial inner membrane
Mitochondrial matrix
Mitochondrial matrix
Mitochondrial nucleoid
Endoplasmic reticulum membrane
Cytoplasm

Cytoplasm

Spindle pole body




TABLE S2. Sordarin resistant yeast mutants

Deleted ORF Gene Biological Process Cellular Component MIC (ng/ml)
Diphthamide biosynthesis

YIL103W DPH1 peptidyl-diphthamide biosynthesis cytoplasm >500
YKL191W DPH2 peptidyl-diphthamide biosynthesis cytoplasm >500
YJRO97W JJJ3/DPH4 peptidyl-diphthamide biosynthesis cytoplasm >125
YLR172C DPH5 peptidyl-diphthamide biosynthesis cytoplasm >500
Protein biosynthesis

YDR418W RPL12B protein biosynthesis cytosolic large ribosomal subunit >500
YGL135W RPL1B protein biosynthesis cytosolic large ribosomal subunit >500
YNLO69C RPL16B  protein biosynthesis cytosolic large ribosomal subunit >125
YBR191W RPL21A  protein biosynthesis cytosolic large ribosomal subunit >125
YDR450W RPS18A  protein biosynthesis cytosolic small ribosomal subunit >62.5
YDR025W RPS11A  protein biosynthesis cytosolic small ribosomal subunit >62.5
YJR145C RPS4A protein biosynthesis cytosolic small ribosomal subunit >62.5
YNRO37C RSM19 protein biosynthesis mitochondrial small ribosomal subunit ~ >500
YBLO9OW MRP21 protein biosynthesis mitochondrial small ribosomal subunit ~ >500
YBR122C MRPL36  protein biosynthesis mitochondrial large ribosomal subunit ~ >500
YBR268W MRPL37  protein biosynthesis mitochondrial large ribosomal subunit ~ >500
YDR405W MRP20 protein biosynthesis mitochondrial large ribosomal subunit ~ >500
YDL202W MRPL11  protein biosynthesis mitochondrial large ribosomal subunit  >62.5
YMR193W MRPL24  protein biosynthesis mitochondrial large ribosomal subunit ~ >125
YMR024W MRPL3 protein biosynthesis mitochondrial large ribosomal subunit ~ >125
YHR091C MSR1 protein biosynthesis mitochondrion >125
YALO35W FUN12 translational initiation cytoplasm >125
Protein modification

YDR410C STE14 peptide pheromone maturation endoplasmic reticulum membrane >125
YDL090C RAM1 protein amino acid farnesylation protein farnesyltransferase complex >500
YERQ75C PTP3 protein amino acid dephosphorylation cytoplasm >125
YPR023C EAF3 histone acetylation histone acetyltransferase complex >500
YPR131C NAT3 N-terminal peptidyl-methionine acetylation cytoplasm >62.5
Protein catabolism

YGL240W DOC1 mitotic sister chromatid segregation mitochondrion >500
YGR135W PRE9 ubiquitin-dependent protein catabolism proteasome core complex >500
YJR090C GRR1 G1/S transition of mitotic cell cycle cytoplasm >500
YMR276W DSK2 ER-associated protein catabolism nucleus >500
YDL104C QRI7 proteolysis and peptidolysis mitochondrion >125
YDR363W-A SEM1 ubiquitin-dependent protein catabolism nucleus >125
YMR264W CUE1 ER-associated protein catabolism mitochondrion >62.5
YDL091C UBX3 unknown cytoplasm >500
Cell wall organization and biogenesis

YDR351W SBE2 cell wall organization and biogenesis Golgi apparatus >500
YER155C BEM2 cell wall organization and biogenesis mitochondrion >500
YILO85C KTR7 cell wall organization and biogenesis Golgi apparatus >500
YOR092W ECM3 cell wall organization and biogenesis endoplasmic reticulum >125
YJLO042W MHP1 cell wall organization and biogenesis microtubule >125
YGRO041W BUD9 bud site selection bud neck >125
Biosynthetic pathways

YOR184W SER1 purine base biosynthesis cytoplasm >500
YMR300C ADE4 purine nucleotide biosynthesis cytoplasm >500
YDRO35W ARO3 aromatic amino acid family biosynthesis cytoplasm >500
YOLO55C THI20 thiamin biosynthesis unknown >500
YDRO034C LYS14 lysine biosynthesis, aminoadipic pathway nucleus >500
Iron ion homeostasis

YHLO40C ARN1 iron-siderophore transport endosome >500
YHLO47C ARN2 iron ion homeostasis plasma membrane >500
YDL198C GGC1 iron ion homeostasis mitochondrial inner membrane >500
Mitochondrial genome maintenance

YOL095C HMI1 mitochondrial genome maintenance mitochondrial matrix >125
YOR330C MIP1 DNA-dependent DNA replication mitochondrion >500
Transport

YHRO15W MIP6 mRNA-nucleus export nuclear pore >500
YIR004W DJP1 peroxisome matrix protein import cytosol >500
YBRO068C BAP2 amino acid transport plasma membrane >125
YHLO36W MUP3 amino acid transport membrane >500



Response to stress

DNA repair

error-free DNA repair

DNA dealkylation

response to DNA damage stimulus

deadenylylation-dependent decay
RNA processing
deadenylylation-dependent decapping
aerobic respiration

intracellular mRNA localization

galactose metabolism
uibiquinone metabolism
MAPKKK cascade

mitotic spindle checkpoint
protein holding

protein complex assembly
chromosome segregation

transcription from mitochondrial promoter

potassium ion homeostasis
carbohydrate metabolism
allantoin catabolism
sphingolipid biosintesis
aerobic respiration

unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown

YDRO030C RAD28
YDRO078C SHU2
YDL200C MGT1
YBR099C

RNA metabolism
YLLO13C PUF3
YLR204W QRI5
YDL160C DHH1
YHRO11W DIA4
YKL130C SHE2
Other

YDL189W RBS1
YBROO3W COoQ1
YDL214C PRR2
YNL164C IBD2
YLR216C CPR6
YDL239C ADY3
YLR381W CTF3
YMR228W MTF1
YJL093C TOK1
YGL156W AMS1
YIR031C DAL7
YDR297W SUR2
YPL132W COX11
Biological process unknown
YBLO49W MOH1
YBLO91C-A  SCS22
YBR141C

YBR255W

YCLO42wW

YDRO008C

YDR020C

YDR024W FYV1
YERO87W

YGR228W

YHLO41W

YHRO17W YSC83
YHR151C

YIL157C FMP35
YKL098W

YLR143W

YLR202C

YMR126C DLT1
YMR141C

YOLO79W

YDRO33W MRH1
YDLO063C

YDL146W LDB17
YDRO042C

YDLO62W

YER184C

YLR125W

YGL107C RMD9

unknown

nucleus
unknown
nucleus

cytoplasm
mitochondrion
cytoplasm
cytoplasm
cytoplasm

cytoplasm
mitochondrion
nucleus

nucleus

cytoplasm

spindle

kinetochore
mitochondrial matrix
plasma membrane
vacuolar membrane
cytoplasm
endoplasmic reticulum
mitochondrial inner membrane*

Unknown
unknown
nucleolus
cytoplasm
cytoplasm
unknown
cytoplasm
cytoplasm
unknown
unknown
unknown
mitochondrion
unknown
mitochondrion
unknown
cytoplasm
unknown
unknown
unknown
integral to membrane
mitochondrion
cytoplasm
cytoplasm
unknown
unknown
unknown
unknown
mitochondrion

>500
>500
>125
>500

>500
>125
>125
>62.5
>125

>500
>500
>500
>500
>125
>62.5
>125
>125
>125
>125
>125
>62.5
>125

>500
>500
>500
>500
>125
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>125
>500
>500
>125
>125
>125
>125
>125
>125
>125
>125




Capitulo Il

Capitulo Il: Sordarina Resultados y Discusion Adicionales

1.- La Ruta de Sintesis de Diftamida: Antecedentes y Contexto

La biosintesis de diftamida representa una de las rutas de modificacién post-traduccional
mas complejas. De hecho, cuando en el afio 2003 iniciamos el escrutinio de mutantes
resistentes a sordarina, aun no habian sido identificados los genes que codifican las enzimas
responsables de la modificacidon post-traduccional del residuo de diftamida en el eEF2, y el
conocimiento que se tenia sobre dicha ruta era parcial, asi:

- Desde el punto de vista bioquimico, se sabia que la sintesis de diftamida se produce
por la modificacion secuencial de la histidina precursora His699 de eEF2 (en S.
cerevisiae): i) en primer lugar, se produce la transferencia de un grupo 3-amino-3-
carboxipropilo de la S-adenosilmetionina al grupo C-2 imidazol de la histidina
precursora, ii) posteriormente, de nuevo a partir de S-adenosilmetionina, tiene lugar la
trimetilaciéon del grupo amino resultante, produciendo un precursor al que se ha
denominado diftina, iii) por ultimo, la amidacién del grupo carboxilo da lugar a la
diftamida (Fig. 22) (Chen and Bodley, 1988; Moehring et al., 1980; Moehring et al.,
1984).

- Desde el punto de vista genético, se habian identificado mutantes resistentes a la
accion de la toxina diftérica (DT) y de la toxina ETA tanto en la levadura como en células
de ovario de hamster chino (CHO). Estos mutantes fueron agrupados en cinco grupos
de complementacidn, en el caso de S. cerevisiae (Chen et al., 1985), y en tres grupos de
complementacion en el caso de la células CHO (Moehring et al., 1984). Los analisis
bioquimicos sugerian que los mutantes de los grupos 1-4 en levadura y 2-3 en células
CHO, estaban afectados, directa o indirectamente, en el primer paso de sintesis,
mientras que mutantes del grupo 5 en levadura y del grupo 1 en células CHO lo
estaban en el paso de trimetilacion (Fig. 22) (Chen and Bodley, 1988; Chen et al., 1985;
Mattheakis et al., 1992; Moehring et al., 1984). No se habia identificado ningun
mutante en el paso final de amidacién, ya que la diftina es capaz de ADP-ribosilarse,
aunque a menor velocidad, impidiendo la seleccién del correspondiente mutante
resistente a DT (Moehring et al., 1984). Los dos primeros genes de la ruta fueron
clonados por complementacion de mutantes de los grupos de complementaciéon 2 y 5
en la levadura, por lo que fueron denominados DPH2 y DPH5 (Mattheakis et al., 1992;
Mattheakis et al., 1993).

Entre los mutantes identificados en nuestro escrutinio de resistencia a sordarina, fueron
identificados los mutantes dph2 y dph5. El anadlisis funcional de los resultados, empleando
herramientas basadas en GO, revel6 que DPH2 y DPH5, y por tanto la ruta en la que participan,
se encontraba entre las categorias funcionales mas significativas mas afectadas por la sordarina
(Botet et al., 2008). Basandonos en la hipotesis de que el resto de los mutantes en la ruta de
sintesis de la diftamida también debian ser resistentes a la sordarina, nos propusimos tratar de
identificar entre este grupo de mutantes aquéllos que estuviesen también implicados en la ruta
de biosintesis de diftamida. Con este fin, se selecciond un grupo de 14 mutantes candidatos,
resistentes a sordarina y correspondientes a genes de funcién desconocida, que fueron
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Figura 22. La ruta de biosintesis de diftamida y su ADP-ribosilacién. Al menos cinco genes, DPH1 a DPH5, son
necesarios para la modificacion post-traduccional de la His699 localizada en el dominio IV de eEF2. Dphl a Dph4
participan en el primer paso de la ruta, que consiste en la transferencia de un grupo 3-amino-3-carboxipropilo
desde la S-adenosilmetionina donadora al C-2 imidazol de la histidina precursora. El segundo, paso es catalizado
por Dph5, encargado de trimetilar el grupo 3-amino-3-carboxipropilo, dando lugar a un precursor al que se ha
denominado diftina. El Ultimo paso, es la amidacion del grupo carboxilo, por una amidasa aun sin identificar,
dando lugar a diftamida. La flecha roja en el anillo imidazol de la His699 indica el sitio de ADP-ribosilacién por la
toxina diftérica (DT), la exotoxina A (ETA), y la toxina “cholix”. AdoMet, S-adenosilmetionina; Ado-S-Me,
metiltioadenosina; Ado-Hcy, S-adenosilhomocisteina.

sometidos a ensayos de resistencia al fragmento A de la toxina diftérica (DTA). Se identificaron
3 mutantes resistentes a DTA correspondientes a los ORFs YIL103W, YBLO71C, e YJRO97W.

Al tiempo que se desarrollaba este trabajo, el grupo del Dr. Stephen Leppla publicé la
identificacién y la caracterizacién funcional de cinco de los genes de la ruta de sintesis de
diftamida (Liu et al., 2004), definiendo a los genes YIL103W como DPH1, YJRO97W como DPH4,
e YBLO71IW-A como DPH3. Con excepcion, de YBLO71W-A, los genes identificados en este
trabajo coincidian con los identificados en el escrutinio que habiamos realizado. Ademas, la
delecion del mutante ybl071c, identificado en nuestro escrutinio, se extiende afectando
parcialmente al gen contiguo YBLO71W-A, descrito en el trabajo de Leppla como el gen DPH3;
demostrando que el extremo C-terminal de Dph3p, delecionado en el mutante ybl071c, es
esencial para su funcién; y la total coincidencia de los resultados en ambos trabajos. El estudio
de la ruta de sintesis de diftamida perdio, por tanto, su caracter novedoso y nos hizo enfocar
nuestros objetivos hacia el estudio de la relacion entre la resistencia a sordarina y la ausencia
de diftamida. Ademas, entre los objetivos que nos planteamos estd el de conocer el papel
funcional de la diftamida en la célula, un asunto audn sin resolver a pesar de los esfuerzos de
numerosos grupos de investigacion.

Por ello, aparte de los resultados incluidos en la publicacién que se adjunta - en los que
se describe el escrutinio, los resultados generales, y la relacién entre la diftamidacion y la
toxicidad de la sordarina - nos planteamos una serie de experimentos con objeto de estudiar la
funcidn celular de la diftamida. Los resultados y discusion de dichos experimentos se presentan
a continuacién.

2.- La Ausencia de Diftamidacion No Afecta al Crecimiento de la Levadura

Se ha descrito que los mutantes dph2A y dph5A no presentan retraso en el crecimiento,
mientras que el mutante en la His699 de eEF2 (H699N), aunque crece bien a 30°C, es inviable a
37°C (Ortiz et al., 2006).

Para estudiar de manera sistematica si la ausencia de diftamidacion tiene efectos sobre
el crecimiento de la levadura, se analizé el fenotipo de los mutantes dphA tanto en las
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condiciones de crecimiento “Optimas” (medio YPD y 28°C), como en condiciones “sub-
Optimas” (medio SC, medio SC con la concentracion de glucosa reducida diez veces, e
incubacién a distintas temperaturas (14°C, 25°C, 39°C, y 42°C)). Los resultados indican que el
bloqueo en la ruta de diftamidacion no compromete el crecimiento de la levadura en ninguna
de las condiciones ensayadas (Fig. 23), con la excepcion del mutante que carece de DPH3, cuyo
crecimiento es mads lento independientemente del medio empleado. El retraso en el
crecimiento de dph3A es mas evidente a temperaturas de incubacion “sub-éptimas”, siendo
critico a la temperatura mas elevada ensayada (42°C) (Fig. 23). Ya habia sido descrito que la
pérdida del gen DPH3 tiene un efecto pleiotrdpico sobre el crecimiento celular en la levadura,
incluyendo crecimiento lento, sensibilidad a agentes estresantes (cafeina, 6-AU, calcofluor) y a
temperaturas por encima de 38°C (Fichtner and Schaffrath, 2002). Este fenotipo diferencial de
dph3A con respecto al resto de mutantes dphA puede deberse a las funciones adicionales que
presenta, independientes de la diftamidacion, y que comentaremos mas adelante.

temperatura

dph1A
dph24
YPD
dph34

dph4A

dph5A

WT

dph14

A ENXYXEKXK.

dph2A
SC
dph3A

dph4A
dph5A

WT
dphlA
dph2A
SC 0,2% Glc
dph3A
dph4A

dph5A

diluciones celulares seriadas

Figura 23. El bloqueo de la ruta de sintesis de diftamida no tiene efectos aparentes sobre el crecimiento de la
levadura, a excepcion del mutante dph3, cuyo retraso en el crecimiento es notable, sobre todo a temperaturas
elevadas. Diluciones seriadas de cada una de las cepas dphA, asi como de la cepa silvestre, se inocularon en
medio YPD, SC, y SC con Glucosa al 0,2%. Las placas se incubaron a 14°C, 25°C, 28°C, 39°C, y 42°C, aunque en la
figura sélo se muestran las temperaturas mas extremas y la temperatura “éptima”.

115



Capitulo Il

3.- Sensibilidad a Aminoglicésidos y a Otros Agentes que Generan
Estrés Traduccional

Se ha descrito que mutantes en el dominio IV de eEF2 (D696A, 1698A, y H699N) son
sensibles a paromomicina (Ortiz et al., 2006), un compuesto inhibidor de la traduccién, cuya
sensibilidad se ha asociado a errores en la fidelidad de la traduccién (Palmer et al., 1979; Singh
et al., 1979). Dichos mutantes son también sensibles a cicloheximida, pero no a higromicina B
(Ortiz et al., 2006). Los mismos autores han descrito que las cepas que carecen de los genes
DPH2 o DPH5 no presentan sensibilidad a los inhibidores de la traduccidn cicloheximida e
higromicina B; la sensibilidad a paromomicina no fue ensayada debido a la presencia en dichas
cepas del médulo kanMX, que confiere resistencia a dicha droga (Ortiz et al., 2006).

Ademads, muy recientemente, también se ha descrito que el mutante dph3A, pero no el
resto de los mutantes dphA, presenta hipersensibilidad a paromomicina (Bar et al., 2008).

Estos resultados discordantes, sobre la sensibilidad de los mutantes incapaces de
diftamidarse a compuestos inhibidores de la traduccién, nos indujeron a analizar, de forma
sistematica, la sensibilidad de todos los mutantes dphA a distintos agentes inhibidores de la
traduccion, como: los aminoglicésidos paromomicina, neomicina, geneticina e higromicina B; y
a cicloheximida. Asimismo, también se realizaron ensayos de sensibilidad a cafeina y a 6-
azauracilo (6-AU), ya que habia sido descrito que algunos mutantes relacionados con el
complejo Elongator, incluido dph3A, presentaban hipersensibilidad a cafeina y sensibilidad a 6-
AU (Fichtner and Schaffrath, 2002).

Dado que el mddulo de resistencia a geneticina kanMX4, presente en las cepas de la
coleccion de deletantes, interfiere con la sensibilidad a paromomicina, se sustituyd dicho
modulo por el marcador LEU2. Los ensayos de sensibilidad se realizaron en los mutantes
dphA::LEU2.

Con objeto de comprometer la traduccidon en estos mutantes, los ensayos se realizaron
en paralelo a tres temperaturas de incubacién diferentes, a la temperatura “6ptima” de
crecimiento (28°C), y a temperaturas baja (18°C) y alta (39°C), en las que la maquinaria celular
y por ende la traduccién estd comprometida.

Los ensayos se realizaron con tres clones independientes de cada uno de los deletantes
dphA::LEU2, empleando medio sintético completo liquido (SC) con un amplio rango de
concentraciones de cada uno de los inhibidores (ver Figs. 24a-h). Se determind la densidad
Optica de cada una de las cepas, en cada condicion, a distintos tiempos de incubacion (cada 12
horas durante un periodo de 5 dias), generando un perfil de sensibilidad para cada uno de los
mutantes dphA::LEU2 y la correspondiente cepa silvestre.

De forma general, los resultados revelan que el bloqueo de la ruta de sintesis de
diftamida induce sensibilidad a los compuestos inhibidores de la traduccién, siendo ésta mas
acusada en el mutante dph34, cuya hipersensibilidad es manifiesta (Figs. 24a-h). Un andlisis
mas detallado de los resultados indica que:

3k Los mutantes dphA son sensibles a los aminoglicdsidos paromomicina, neomicina y
geneticina (Figs. 24b, 24c, y 24d, respectivamente).

Estos antibidticos, que presentan pequefias diferencias en su estructura, acttan
uniéndose al “decoding center” del sitio A, en la SSU. En concreto, se unen a la hélice
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44 del RNAr 18s, donde interaccionan con dos adeninas universalmente conservadas
(A1492 y A1493), estabilizandolas en una conformacién “desplegada”. Estas adeninas
desempenan un papel muy importante en el reconocimiento del emparejamiento
correcto entre las dos primeras bases del anticoddn del RNAt y el codén del RNAm en
el sitio A, donde tiene lugar el “descifrado” o “decoding”. Asi, si el emparejamiento
entre las bases es correcto, estas adeninas se “despliegan” fuera de la hélice 44,
estabilizando la unién y el proceso de acoplamiento del RNAt en el sitio A. Si, por el
contrario, el RNAt que llega al sitio A tiene un anticodén no correcto, dichas adeninas
no se “despliegan”, por lo que no se estabiliza la uniéon anticodén RNAt-codon RNAm, y
dicho RNAt sale del sitio A (ver las revisiones de (Ogle and Ramakrishnan, 2005;
Poehlsgaard and Douthwaite, 2005; Ramakrishnan, 2008; Yonath, 2005)).

La unidon de paromomicina, neomicina o geneticina, fuerzan a dichas adeninas a
permanecer en su posicion “desplegada”, independientemente de si el RNAt es el
correcto o no. El efecto bioldgico es una disminucidn considerable de la fidelidad de la
traduccion, una mayor afinidad de los RNAt por el sitio A y una aceleracién en la
cinética de activacion GTPasa de EF-Tu (eEF1A). En ultima instancia, estos defectos
conducen a la generacion de proteinas aberrantes y a la inhibicién de la translocacion.
Aunque no se conocen las razones, el efecto citotdxico es mas selectivo en bacterias
aerobias gram negativas (Poehlsgaard and Douthwaite, 2005; Sutcliffe, 2005).

Recientemente, se ha descrito que estos aminoglicdsidos se unen también a la hélice
69 de la LSU, restringiendo la dindmica de la misma e impidiendo los cambios
conformacionales que induce el factor RRF (factor de reciclaje de los ribosomas) en
dicha hélice y, por tanto, inhibiendo el reciclaje de los ribosomas. Este mecanismo
podria explicar la potente inhibicion de la translocaciéon que causan estos compuestos,
y su actividad antimicrobiana, ya que los eucariotas carecen del factor RFF
(Borovinskaya et al., 2007).

El fenotipo de sensibilidad a paromomicina de los mutantes dph es similar al de
otros mutantes que en su mayoria estan relacionados con la traduccién (Cui et al.,
1998; Kalhor and Clarke, 2003; Ruiz-Echevarria et al., 1998). Curiosamente, algunos de
estos mutantes comparten con los mutantes dphA una mayor proporcidon de cambios
de fase de lectura de la traduccion en direccién 5° (-1), como veremos mas adelante.

Los mutantes dphA son sensibles a higromicina B (Figs. 24e), un aminoglicésido que
presenta poca especificidad bacteriana debido a que se une a zonas universalmente
conservadas del ribosoma. La higromicina B se une también a la hélice 44 del RNAr
18s, aunque en este caso un poco por encima de la zona de unién de la paromomicina,
neomicina y geneticina; en concreto en un bolsillo entre las bases U1406:C1496
(Borovinskaya et al., 2008; Brodersen et al., 2000). La unidn de higromicina B restringe
los movimientos de la hélice 44 durante la translocacién, lo que conduce a la limitacién
del movimiento del RNAt del sitio A al sitio P (Brodersen et al.,, 2000).
Estructuralmente, la higromicina B provoca una reorientacién de la adenina A1493 de
la hélice 44 hacia una conformacién “desplegada”, de forma que dicha adenina
bloquea el movimiento de los RNAts entre los sitios A y P, en ambas direcciones
(Borovinskaya et al., 2008).
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Los mutantes dphA son levemente sensibles a cicloheximida (Figs. 24f), y este fenotipo
solamente se observa a alta temperatura (39°C). El mutante dph3 constituye una
excepcién ya que es sensible a este compuesto y el fenotipo es mas acusado
(hipersensibilidad) a elevada temperatura (39°C).

La cicloheximida inhibe la sintesis proteica exclusivamente en el citoplasma de
eucariotas, sin afectar a la sintesis de proteinas en la mitocondria. La diana de la
cicloheximida es el ribosoma y, en concreto, la LSU (Rao and Grollman, 1967; Stocklein
and Piepersberg, 1980). Su modo de accion consiste en bloquear la iniciacién y la
elongaciéon de la traduccion, aunque el mecanismo molecular detallado no esta bien
definido.

Es destacable que, con la excepcidn de dph34A, los mutantes dphA muestren escasa o
nula sensibilidad de a esta molécula, sugiriendo que la diftamida desempena un papel
especifico en la translocacion.

Los mutantes dphA son sensibles a cafeina (Fig. 24g). El mutante dph3A muestra
hipersensibilidad a cafeina, confirmando el fenotipo de dicho mutante previamente
observado por (Fichtner and Schaffrath, 2002).

La cafeina es un analogo de las purinas que induce efectos pleiotropicos en las
células pero cuyo mecanismo de accién a nivel celular es poco conocido. Kuranda et al.
han sugerido recientemente que una de las dianas principales de la cafeina es la
proteina quinasa Torlp, cuya inhibicidn activa la ruta PKC de integridad celular, e inhibe
la ruta de Ras/AMPc (Kuranda et al., 2006). Dado que Torlp estd implicado, entre otros
procesos celulares, en la regulacion de la sintesis proteica (Barbet et al., 1996) y en la
biogénesis de ribosomas (Powers and Walter, 1999) en respuesta a estrés y a
disponibilidad de nutrientes, es posible que la inhibicidon de Torlp que ejerce la cafeina
influya negativamente sobre la traduccién, por alguna de la vias descritas de iniciacion
o elongacion (Proud, 2004; Wang and Proud, 2006). Se puede especular que la
sensibilidad a cafeina observada en los mutantes incapaces de sintetizar diftamida, es
debida a una ralentizacidn de la translocacién. La inhibicién de Torlp y, por tanto, de
MTOR por la cafeina permitiria a la proteina quinasa de eEF2 (eEF2k) fosforilar a este
factor en el dominio de unién a GTP e inhibiria su unién al ribosoma ralentizando la
translocacidn. Seria interesante comprobar esta hipdtesis determinando si la inhibicidn
de mTOR por otras vias, por ejemplo mediante rapamicina, también provoca, como la
cafeina, sensibilidad en los mutantes dphA.

Los mutantes dphA son ligeramente sensibles a 6-AU (Fig. 24h).

El 6-AU es un inhibidor de la IMP deshidrogenasa y de la OMP descarboxilasa
(Exinger and Lacroute, 1992), enzimas implicadas en la sintesis de purinas vy
pirimidinas, respectivamente. En levadura, el 6-AU disminuye los niveles de GTP y UTP
intracelulares, induciendo estrés transcripcional (Exinger and Lacroute, 1992) mediante
la reduccién de la velocidad de elongacion y de la procesividad de la RNA polimerasa Il
durante la transcripcién (Mason and Struhl, 2005). Los mutantes que tienen
comprometida la elongacién de la transcripcidn via RNA polimerasa Il y lll son sensibles
a 6-AU (Hampsey, 1997; Riles et al.,, 2004); aunque, no obstante, este compuesto
también afecta a otros procesos celulares (Riles et al., 2004).
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El mutante que carece de DPH3 es mas sensible a 6-AU que el resto de los mutantes
dphA (Fig. 24h), corroborando el fenotipo de dicho mutante previamente observado
por (Fichtner and Schaffrath, 2002). Dichos autores sugieren que Dph3p podria
desempefiar una funcién adicional, probablemente como parte del complejo
Elongator, en la elongacién de la transcripcion.

Es interesante destacar que los fenotipos de sensibilidad, observados en los mutantes
dphA, no son pleiotrdpicos, ya que estos mutantes no presentan una sensibilidad generalizada
a los demas compuestos ensayados en los otros escrutinios realizados que se citan en la
memoria (datos no mostrados). La excepcién podria ser dph34A, cuya ausencia en la coleccién
de deletantes nos impide confirmar su fenotipo pleiotrépico en cuanto a sensibilidad a los
compuestos analizados en la memoria. No obstante, el mutante deletante YBLO71c, cuya
delecion afecta parcialmente al extremo 3° de DPH3 y a su funcionalidad, no es sensible a los
otros compuestos objeto de estudio (datos no mostrados), pero como comentamos
anteriormente, fenocopia a dph3A en cuanto a resistencia a sordarina y a DTA, sugiriendo por
tanto que el extremo C-terminal de Dph3p es importante para su funcién en diftamidacion,
pero parece no ser tan necesario para las otras funciones que se le han asignado a dicha
proteina.

En cuanto al efecto de la temperatura, se puede concluir que: la sensibilidad de la cepa
silvestre y de los mutantes dphA, a los compuestos ensayados, es maxima a alta temperatura
(39°C), mientras que a baja temperatura (18°C) la sensibilidad es mayor que a la temperatura
“O6ptima” (Figs. 24a-h); quizds con la excepcion de la cicloheximida que a elevadas
concentraciones (0,075 pg/ml) induce una mayor sensibilidad a baja (18°C), que a alta (39°C)
temperatura (datos no mostrados). Una interpretacion bioldgica de este comportamiento es
gue, tanto una alta (a 39°C), como una baja (a 18°C), velocidad de elongacién (Farewell and
Neidhardt, 1998) influyen negativamente sobre la translocacion cuando ésta se ve
comprometida por agentes inhibidores de la misma o por mutaciones en el ribosoma-
translocasa.

En resumen, nuestros datos indican que la ausencia de diftamidacién induce sensibilidad
a compuestos que afectan a la traduccién, sensibilidad mas acusada cuando el proceso
afectado es la translocacidon, como muestra el tratamiento con aminoglicésidos. Hay varios
mecanismos posibles por los que los aminoglicésidos podrian inhibir la traduccidn. Estos
compuestos pueden estabilizar a los RNAt en sus sitios de unién al ribosoma y, por tanto,
aumentar la barrera energética necesaria para que ocurra la translocacién. Otra posibilidad, es
que blogueen los cambios conformacionales en el ribosoma necesarios para que tenga lugar la
translocacién; o bien que induzcan modificaciones estructurales en el ribosoma que impidan
que dicho proceso tenga lugar. El modelo actual mas aceptado es que, mientras que la
paromomicina, neomicina y geneticina inducen cambios conformacionales que “atrapan” al
RNAt en el sitio A y estabilizan el ribosoma en el estado PRE, la higromicina ejerce su accién
bloqueando el movimiento de los RNAt entre los sitios Ay P y restringiendo el movimiento del
RNAm (Borovinskaya et al., 2008).

En cualquier caso, la modificacidon post-traduccional del la His699 en eEF2 en forma de
diftamidacidn parece ser importante para que el proceso de translocacidn tenga lugar de forma
O6ptima, ya que su ausencia aumenta la sensibilidad a los aminoglicdsidos.

La sensibilidad a los aminoglicdsidos, en los mutantes dphA,observada en este trabajo,
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apoya a las evidencias estructurales que sugieren un papel importante del residuo de diftamida
en el proceso de translocacion; bien sea a nivel de mantenimiento de la fidelidad de la
traduccion, o a nivel mecanico o estructural, al proporcionar un resorte o palanca que fomente
que la translocacién ocurra de forma éptima.

Figura 24. El blogueo de la ruta de sintesis de diftamida induce sensibilidad a agentes inhibidores de la
traduccidn. Se emplearon 3 clones independientes, de cada uno de los mutantes dph::LEU2 y de la cepa silvestre,
para estudiar la sensibilidad a distintos agentes que generan estrés celular, principalmente a nivel de la sintesis
proteica. Los ensayos se realizaron en paralelo a tres temperaturas de incubacidon diferentes: 18°C, 28°C, y 39°C.
(a) Curvas de crecimiento en medio SC; (b) Crecimiento a las 48h de cultivo en presencia de distintas
concentraciones de paromomicina (PARO); (c) Crecimiento a las 48h de cultivo en presencia de distintas
concentraciones de neomicina (NEO); (d) Crecimiento a las 48h de cultivo en presencia de distintas
concentraciones de geneticina (G418); (e) Curvas de crecimiento en presencia de 0,25 mg/ml de higromicina
(HYG); (f) Curvas de crecimiento en presencia de 0,05 pg/ml de cicloheximida (CYH); (g) Curvas de crecimiento en
presencia de 2 mg/ml de cafeina (CAF); y (h) Curvas de crecimiento en presencia de 1 mg/ml de 6-azauracilo (6-
AU). En el caso de higromicina, cicloheximida, cafeina y 6-azauracilo, se ensayé una concentracién adicional de la
aqui representada: 0,1 mg/ml de higromicina; 0,075u g/ml de cicloheximida; 0,5 mg/ml de cafeina; y 1,5 mg/ml
de 6-azauracilo. En cada caso se muestra la concentracion mas representativa, de ahi que a 39°C se muestren las
curvas de crecimiento en presencia de la concentracion mas baja empleada de cafeina y 6-azauracilo, ya que a la
concentraciéon mas elevada no hay crecimiento de ninguna cepa. Nota: no se incluyen las desviaciones estandar
para no abigarrar en exceso las figuras.
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(Fig. 24b)
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(Fig. 24d)
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(Fig. 24f)
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La precision en la fidelidad durante la traduccion del RNAm a proteinas se ve afectada
por factores que actlan en cis y en trans durante las tres fases de la sintesis proteica (Valente
and Kinzy, 2003). Durante la elongacion es crucial mantener una fase de lectura de la
traduccion correcta. Asi, la presencia de secuencias “deslizantes” (“slippery”) en el RNAm,
junto con determinas estructuras secundarias en el mismo, pueden dar lugar a un cambio en la
decodificacion del RNAm en direccion 5° (-1) o 3" (+1) (Harger et al., 2002), generando, por
ejemplo, una proteina truncada. Este mecanismo es el empleado por la maquinaria de algunos
virus para replicarse en el interior de las células huésped. Sin embargo, los mecanismos
moleculares que dirigen dichos cambios de fase de lectura “programada” (PRF, de
“Programmed Ribosomal Frameshift”) no se conocen de manera precisa (Harger et al., 2002;
Leger et al., 2007; Namy et al., 2006).

En el contexto de la translocacion, se ha propuesto que eEF2, y en particular la parte
distal de su dominio IV, podria desempenar un papel importante en el mantenimiento de la
fidelidad de la traduccién a través de la estabilizacion del emparejamiento coddn-anticodén
durante la translocacién, previniendo cambios de fase de lectura (Spahn et al., 2004). La
posible funcién de la diftamida en el mantenimiento de la fidelidad de la traduccién, asi como
de la sordarina en la inhibicién del PRF fue analizada segun se describe a continuacion.

4.1- La Ruta de Diftamidacion y el Cambio de Fase de Lectura de la Traduccion

Dado que el residuo de diftamida estd localizado en el extremo del dominio IV de eEF2,
region propuesta como mimetizadora del anticodon del RNAt (Wilson and Noller, 1998), se ha
sugerido que dicho residuo desempefia un papel importante en la estabilizacion del
emparejamiento codén-anticoddn (Spahn et al., 2004). De esta forma, el residuo de diftamida
podria participar en el mantenimiento de la fidelidad de la traduccidn previniendo los cambios
de fase de lectura (“frameshift”’). De hecho, se ha descrito que los mutantes que carecen de
DPH2 o DPH5 presentan una mayor tasa de cambios de fase de lectura de la traduccion del tipo
-1 (Ortiz et al., 2006).

Para comprobar si el resto de mutantes en los genes DPH presentaban también
problemas en el mantenimiento de la fase de lectura durante la traduccidn, se llevaron a cabo
distintos experimentos (cuya metodologia se puede consultar en la seccidn 6.3 de Estrategia
Experimental y Métodos):

- En primer lugar, se empled un sistema para determinar la tasa de traduccion a través
de un coddén de parada (“Translation termination codon readthrough”, también
conocido como “Nonsense suppression assays”). El sistema se basa en el uso de
plasmidos con fusiones del gen 3-fosfoglicerato kinasa con el gen “reporter” lacZ cuya
fase de lectura se interrumpe por la introduccién entre ambos de un coddn de parada
prematura (Firoozan et al., 1991). Los resultados obtenidos indican que los mutantes
dph no muestran diferencias con respecto a la cepa silvestre (datos no mostrados),
resultados coincidentes con los descritos para dph2A y dph5A (Ortiz et al., 2006).

- Posteriormente, para determinar la tasa de cambio de fase de lectura de la traduccién
(“frameshifting”), empleamos un sistema basado en plasmidos con un sistema dual del
gen “reporter” de la luciferasa (luciérnaga/Renilla) y las sefiales de cambio de fase
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ribosémica programada (PRF) de los virus L-A (en direccion 5 0 -1) y Ty1 (en direccion
3" 0 +1) (Harger and Dinman, 2003). Los resultados obtenidos con este sistema indican
qgue los mutantes dph, a excepcion de dph2A, presentan una mayor proporciéon de
cambio de fase ribosémica programada en direccién 5° (-1) (Fig. 25b), mientras que los
resultados de PRF +1 no muestran diferencias significativas con respecto a la cepa
silvestre (Fig. 25a). Estos resultados coinciden parcialmente con los de Ortiz y
colaboradores (Ortiz et al., 2006), y con los resultados recientemente publicados por
Bar y colaboradores, en los que se muestra que el mutante dphlA presenta mayor
proporcion de cambios de fase de lectura de la traduccion del tipo -1, aunque dicho
fenotipo no ha sido observado en el mutante dph3A (Bar et al., 2008). La causa de las
diferencias observadas entre los distintos experimentos, especialmente en lo que se
refiere a dph2A, no estd clara, aunque es posible que sea debida al uso de diferentes
sistemas de deteccion, luciferasa como “reporter” en nuestro caso y R-galactosidasa
(de menor sensibilidad) en el de los otros autores. Ademas, en nuestro caso, la
delecion de los locus DPH se realizé con el marcador de seleccién LEU2, mientras que
en los otros trabajos (Ortiz et al., 2006; Bar et al., 2008) emplearon el marcador
kanMX4. Las implicaciones funcionales de dicha diferencia son como veremos mas
adelante importantes en la resistencia a aminoglicdsidos, pero no son evidentes en
este caso.

Es logico pensar que dado que la ausencia de diftamidacién induce un aumento discreto
en el cambio de fase de la traduccidn -1 (en los mutantes D696A, 1698A, y H699N) (Ortiz et al.,
2006), dicho fenotipo en los mutantes dphA se deba Unicamente al bloqueo de la ruta de
diftamidacion; en cuyo caso el fenotipo observado deberia ser el mismo para todos los
mutantes dphA, quiza con la posible excepcidn de dph3A, a cuya proteina se le han asignado
funciones adicionales al margen de la diftamidacién, como comentaremos mas adelante.

En cualquier caso, los datos indican que, al menos en algunos de los mutantes dphA, hay
una mayor proporcién de cambios de fase de lectura de la traduccidn en direcciéon 5 (-1) (Fig.
25b). Como ya se ha comentado, dicho fenotipo también ha sido descrito para mutantes con
modificaciones en la zona distal del dominio IV de eEF2 (D696A, 1698A, y H699N) que impiden
su diftamidacién (Ortiz et al., 2006). Ambos resultados indican que dicha zona de eEF2, y en
especial el residuo de diftamida, son importantes en la prevencidn de errores en la fidelidad de
la traduccion, especialmente lo que afecta a cambios de fase de lectura (Spahn et al., 2004).

El significado bioldgico de una mayor frecuencia de cambio de fase de lectura de Ila
traduccion -1 hay que contextualizarlo en los modelos actuales de PRF y de translocacion:

Segun el modelo “integrado” de cambio de fase ribosémica programada (PRF) propuesto
por el grupo del Dr. Dinman: a) El PRF -1 debe ocurrir cuando los sitios A y P estan ocupados
por RNAt. En el contexto de la elongacion esto es, en teoria, después de la seleccién del aa-
RNAt y antes de la translocacién; b) EI PRF +1 debe ocurrir cuando el sitio A esta libre. En el
contexto de la elongacidn esto es tras la translocacion, pero antes de la llegada del nuevo aa-
RNAt (Harger et al., 2002).

No obstante, estudios recientes de cryo-EM que han caracterizado al ribosoma
“congelado” en el proceso de PRF -1, permiten concluir que este cambio de fase tiene lugar
durante la translocacidn; concretamente en un estado “intermedio” posterior al estado pre-
translocacional pero anterior al estado post-translocacional. Durante este proceso de PRF -1,
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Figura 25. El cambio de fase ribosdmica programada (PRF) del tipo -1 aumenta en ausencia de diftamida. El
andlisis del PRF +1 (a) y -1 (b), en las cepas mutantes dphA y en la cepa silvestre, se realizd transformando dichas
cepas con los plasmidos Control, o con plasmidos con las sefiales de PRF, de los virus L-A (-1) o Ty1 (+1), colocadas
entre el sistema dual de la luciferasa (luciérnaga y Renilla). Se emplearon tres clones independientes de cada cepa
transformada. Los niveles de PRF +1 o -1 se expresan relativos al plasmido Control. Problemas técnicos impidieron
disponer de los resultados de los niveles de PRF -1 para el mutante dph3A.
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eEF2 se encuentra ocupando el sitio A, interaccionando de forma directa con el RNAt del sitio P
e impidiendo su deslizamiento hacia el sitio A y, al mismo tiempo, bloqueando la unién del
RNAt en el sitio A (Namy et al., 2006). Este modelo “mecanico” de PRF -1, difiere del modelo
“integrado” de Dinman y colaboradores, y sugiere que durante el PRF -1, el factor eEF2 y en
especial su dominio IV desempefian un papel importante en la tensién ejercida sobre el RNAt
del sitio P y en la prevencién del desplazamiento del mismo hacia el sitio A, necesario para que
el PRF -1 tenga lugar (Moran et al., 2008). En ambos modelos, es posible que la ausencia de
diftamidacidon en eEF2 neutralice los cambios conformacionales que induce la translocasa
sobre los RNAts y sobre las subunidades ribosdmicas, necesarios para que se complete la
translocacién de forma éptima, favoreciendo los fallos en la fidelidad de la traduccion vy, en
particular el PRF -1.

Por tanto, se puede inferir que la diftamidacion de eEF2 previene el PRF -1, permitiendo
a eEF2 ejecutar las modificaciones estructurales necesarias para que el proceso de
translocacién tenga lugar de forma éptima (ver el modelo de translocacién de la Figura 19),
aunque por el momento se desconoce el mecanismo molecular responsable. En un contexto
mas amplio de mantenimiento de la fidelidad de la traduccién, diversos autores han sugerido
gue la diftamida podria estar participando en el mantenimiento de la fase de lectura mediante
su interaccion con el duplex RNAmM-RNAL en el sitio A (Frank et al., 2007; Jorgensen et al., 2005;
Spahn et al., 2004; Taylor et al., 2007). En concreto, a través de la interaccién con dos adeninas
universalmente conservadas, A1492 y A1493, de la hélice 44 de la SSU, que desempefan un
papel central en el reconocimiento de los RNAts correctos en su unién al sitio A (“decoding
center”) (Ogle and Ramakrishnan, 2005).

Puesto que los efectos de la ausencia de diftamidacidn del factor eEF2 sobre la fidelidad
de la traduccion son modestos, no se puede descartar que esta modificacién post-traduccional
del eEF2 ejerza otras posibles funciones adicionales.

4.2- La Sordarina y el Cambio de Fase de Lectura de la Traduccion

La sordarina tiene el potencial de ser empleada como farmaco, ya que impide la
retrotransposicion del elemento Ty1. Esto es debido a que la sordarina inhibe el cambio de fase
ribosdmica programada en direcciéon 3" (+1) que inducen estos virus (Harger et al., 2001), que
ocurre, segun el modelo “integrado” de PRF, cuando el sitio A del ribosoma esta vacio (Harger
et al.,, 2002). Ademads, estos autores establecieron una correlaciéon entre la resistencia a
sordarina de mutantes con mutaciones en eEF2 (fundamentalmente en los dominios Ill y V) y
en RPPO, y la inhibicion de la retrotransposicion de Tyl (Harger et al., 2001).

Con objeto de profundizar en el posible papel de la sordarina en la inhibicién del PRF
decidimos analizar la proporcidon de PRF en la cepa silvestre, transformada con los plasmidos
con el sistema dual de la luciferasa, en presencia de distintas concentraciones de sordarina. Los
resultados obtenidos indican que la sordarina inhibe el PRF +1, inducido por la secuencia
“deslizante” de Tyl, como ya habia sido descrito por Harger y colaboradores (Harger et al.,
2001), pero, a diferencia de estos autores, identificamos que la sordarina inhibe también el PRF
-1, inducido por la secuencia “deslizante” de L-A (Fig. 26).

Segun las premisas del modelo “integrado” de PRF propuesto por el grupo del Dr.
Dinman, el modelo predice que la inhibicion de la translocacidon estimularia el PRF -1
(aumentando la abundancia relativa de ribosomas con RNAt en los sitios A y P) e inhibiria el
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PRF +1 (disminuyendo la abundancia relativa de ribosomas con el sitio A libre) (Harger et al.,
2002).

El fenotipo observado de inhibicidon del PRF -1 producido por la sordarina (Fig. 26), se
podria explicar por el bloqueo en el movimiento de los dominios C-terminales de eEF2, y/o por
otros cambios conformacionales en el complejo eEF2eribosoma inducidos por la accion de la
sordarina (Sengupta et al., 2008; Spahn et al., 2004), que podrian a su vez impedir o limitar
determinados movimientos de eEF2, o de su dominio IV, o incluso del ribosoma, de forma que
se inhibiria el cambio conformacional (“deslizamiento”) del RNAt del sitio P, necesario para que
ocurra el PRF -1. Dichos resultados se ajustarian al modelo “mecanico” de PRF -1, en el que,
durante la translocacién, el RNAt del sitio P debe sufrir un cambio conformacional (curvando el
ASL del RNAt hacia el sitio A), inducido de forma conjunta por eEF2, por el ribosoma y por la
estructura secundaria en el RNAm (frecuentemente en forma de “pseudo nudo”), para que
tenga lugar el PRF -1 (Namy et al., 2006).

Se ha descrito que pequefios cambios en la eficiencia del PRF afectan la replicacién de
determinados virus, como el VIH-1 (Dulude et al., 2006). Por tanto, una de las potenciales
aplicaciones practicas del efecto inhibitorio del PRF +1 y -1 ejercido por la sordarina, podria ser
su empleo en biomedicina, no ya como agente antiflingico, sino como molécula modelo para el
desarrollo de un posible agente antiviral, siempre y cuando se modificara la especificidad de la
molécula por la maquinaria de elongacién fungica.

Nuestros resultados y los de otros autores sugieren que la union de sordarina a eEF2
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Figura 26. La sordarina inhibe el cambio de fase ribosémica programada +1 y -1. El andlisis del PRF +1y -1 en la
cepa silvestre, en ausencia o en presencia de sordarina, se llevé a cabo transformando dicha cepa con los
plasmidos Control, o con plasmidos con las sefiales de PRF, de los virus L-A (-1) o Tyl (+1), colocadas entre el
sistema dual de la luciferasa (luciérnaga y Renilla). Cada cepa transformada se expuso a concentraciones
crecientes de sordarina, se recogieron las células en fase logaritmica, y se analizaron los niveles de PRF +1 o -1
relativos al plasmido Control.
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restringe el movimiento de sus dominios C-terminales, dicha unidon impide ademas que se
produzcan los movimientos completos del dominio G” y del extremo del dominio IV que
acompafian a la hidrdlisis de GTP, atrapando por tanto al ribosoma en un estado
translocacional intermedio tras la hidrélisis de GTP (Sengupta et al., 2008).

5.- Las Dph y el Posible Papel Molecular de la Diftamida

Por ultimo, comentaremos brevemente el conocimiento existente sobre las proteinas
Dph, para terminar con una reflexién sugiriendo la posible funcién molecular de la diftamida,
una modificacién post-traduccional identificada casi hace 30 afios (Moehring et al., 1980; Van
Ness et al., 1980) cuyo papel en la fisiologia de la célula eucariota sigue siendo una incégnita.

5.1- Las Dph

4 Dph1: Dphi, codificada por el gen YIL103w, es una proteina de 425 aminodcidos, que
comparte un 49% de identidad con su ortélogo en ratén. El gen de mamiferos se
denomina OVCA1 o DPH2L1, y ha sido identificado como un supresor tumoral, con un
papel importante en la regulacién de la proliferacién celular, desarrollo embrionario y
tumorigénesis (Chen and Behringer, 2005). En ratén la pérdida de uno de los alelos
induce un mayor desarrollo de tumores, mientras que la pérdida de ambos alelos da
lugar a letalidad embrionaria (Chen and Behringer, 2004).

4 Dph2: DPH2/YKL191w es un gen que codifica una proteina de 534 residuos, con una
identidad del 16% con Dphl. Se ha descrito que, tanto en levaduras como en células
de mamifero, Dph2 interacciona fisicamente con Dph1 (Liu et al., 2004), sugiriendo
gue estas proteinas forman un heterodimero o participan conjuntamente en un
complejo multiproteico junto con Dph3 (Bar et al., 2008; Fichtner et al., 2003).

I Dph3: Dph3, también llamada Ktill, es una pequefia y abundante proteina de la
familia de proteinas CSL con dedos de zinc, que presenta un alto nimero de residuos
conservados cargados negativamente. La ausencia de DPH3 confiere resistencia a la
toxina zymocina producida por Kluyveromyces lactis, fenotipo no compartido con el
resto de dphs (Fichtner and Schaffrath, 2002). Dicha toxina, actia a modo de RNAasa
fragmentando de manera especifica los RNAts que son modificados en la uridina en la
primera posicién del anticodén (“wobble uridines”) (U34) por la accion del complejo
Elongator (Huang et al., 2005a). Dph3 esta relacionada, fisica y genéticamente, con
dicho complejo Elongator (Fichtner et al., 2003), complejo multifuncional implicado
en la elongacién de la transcripcion via RNAPol Il, en la acetilacidn de histonas, en
exocitosis, y en la modificacion de los RNAt (Svejstrup, 2007).

No obstante, Dph3p también interacciona fisicamente con eEF2, con Dphlp y Dph2p
con las que parece formar un complejo, con proteinas ribosémicas (Rps7Ap vy
Rps19Ap), y proteinas relacionadas con el complejo Elongator (Ktil3p) (Bar et al.,
2008; Fichtner et al., 2003).

Dado que Dph3p estd implicada en varias interacciones proteicas independientes, es
factible que tenga varias funciones, en principio independientes, en la fisiologia
celular: i) funciones en la modificacién post-traduccional de la uridina en primera
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posicién del anticodén (U34) de los RNAts (Bar et al., 2008; Huang et al., 2005a),
junto con el complejo Elongator, importantes para la fidelidad de la traduccion; ii)
funciones con Kti13p (Zabel et al., 2008); vy iii) funciones en la ruta de diftamidacion
(Liu et al., 2004), las unicas que, en principio, comparte con el resto de proteinas
implicadas en la ruta.

La ausencia de Dph3p, influye por tanto en varios procesos celulares, lo que explica
que el mutante en la levadura presente un fenotipo pleiotrépico, y en ratdén presente
letalidad embrionaria (Liu et al., 2006).

4 Dph4: DPH4 o J1J3/YJRO97w codifica una proteina de 172 aminoécidos de la familia
de proteinas DNA-J, una familia de proteinas cuya funcién conocida es actuar como
“co-chaperonas”, colaborando con proteinas tipo Hsp70 en el plegamiento de
proteinas recién sintetizadas. Al igual que Dph3, presenta un dominio CSL de unién a
zinc. Se postula que su funcién es asegurar el correcto plegamiento de una o mas de
las proteinas Dph, de eEF2, o de algln substrato aun sin identificar (Liu et al., 2004).
Ratones mutantes homocigotos para DPH4 tienen retraso en el desarrollo
embrionario y frecuente letalidad prenatal (Webb et al., 2008).

4 Dph5: Dph5, codificada por el ORF YLR172c, es una metiltransferasa dependiente de
S-adenosilmetionina que cataliza el segundo paso en la ruta de diftamidacién. Esta
proteina esta muy conservada, presentando un 55% de identidad con su ortélogo de
raton (Liu et al., 2004).

Segln un estudio masivo de localizacidon subcelular de todas las proteinas de S.
cerevisiae, las proteinas Dph se localizan en el citoplasma, excepto Dph3 y Dph4, que ademas
se localizan en el nucleo (Huh et al., 2003).

5.2- Interacciones Fisicas y Genéticas de las Dph

Las interacciones fisicas y genéticas descritas para los genes y proteinas implicados en la
diftamidacidn se visualizaron empleando herramientas de visualizacién de redes biolégicas,
como Osprey (Breitkreutz et al., 2003a), que a través de la base de datos de interacciones
BioGRID (Breitkreutz et al., 2003b), exploran los resultados de distintos estudios protedmicos a
gran escala y de escrutinios de interacciones genéticas en la levadura. La Figura 27 representa
las interacciones descritas para los Dph, entre las que cabe destacar aquellas comunes a varios
de ellos, como Hsc82, Mnn1, Trx1, Ubi4, Crn1l, Ltel, o Eftl y Eft2; siendo estos dos ultimos los
Unicos claramente relacionados con la elongacidon de la traduccidn, ya que ambos codifican al
factor de elongacién 2 (eEF2). No nos extenderemos en profundidad en este aspecto ya que,
aunque este tipo de analisis puede proporcionar informacion interesante desde el punto de
vista funcional, hay que tener en cuenta ciertas limitaciones: la naturaleza de los datos es
heterogénea ya que los estudios (fundamentalmente los protedémicos) presentan distintos
niveles de confianza (varia mucho el nimero de falsos positivos y de falsos negativos); los datos
son sesgados e incompletos, como en el caso de las interacciones genéticas en las que para un
determinado gen puede existir todo el rango de interacciones posibles, mientras que para
otros genes apenas existen datos.
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5.3- Regulacion de los Genes DPH y de las Proteinas que Codifican

La ausencia de informacion referente a la regulacién transcripcional de los genes DPH,
asi como de las posibles modificaciones post-transcripcionales o incluso post-traduccionales,
nos llevé a recabar informacion al respecto. A continuacién, comentaremos algunas
observaciones realizadas referentes a la regulacion de los genes y proteinas Dph.

La exploracidon de los datos de diversos estudios transcripcionales realizados en la
levadura mediante la herramienta Expression Connection del SDG (Ball et al., 2001), nos ha
revelado que los genes DPH presentan un perfil de transcripcién similar en determinadas
condiciones, entre las que cabe destacar las siguientes:

- Estrés ambiental (varias condiciones): los genes DPH se reprimen en fase estacionaria,
y en choque térmico (“heat shock”), correlacionando con la expresiéon de genes
implicados en biogénesis de ribosomas (Gasch et al., 2000).
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- Cambio “diauxico” (“Diauxic shift”), cambio en el metabolismo de la levadura, de
crecimiento anaerobio (fermentacidn) a respiracién, que ocurre cuando la glucosa del
medio se agota: los genes DPH se reprimen en esta situacién, de forma similar a genes
implicados en sintesis de proteinas, como aquellos que codifican proteinas
ribosdmicas, RNAt sintetasas, y factores de iniciacion y elongacién (DeRisi et al., 1997).

- Rapamicina (inhibidor de TORC1): reprime fuertemente a los genes DPH, y dicha
represion es dependiente de Torlp. Genes implicados en traduccién y en biogénesis de
ribosomas tienen una respuesta transcripcional similar a los DPH (Huang et al., 2004),
légico teniendo en cuenta que TOR modula el crecimiento celular en respuesta a la
disponibilidad de nutrientes en el medio.

- Calcio y Sodio: la expresion de los genes DPH se encuentra reprimida en presencia de
Ca?* y Na* (Yoshimoto et al., 2002). Este patrén transcripcional es similar al de genes
implicados en la biogénesis de ribosomas.

- Delecidn de PHO85: los genes DPH se encuentran reprimidos en el mutante en esta
quinasa dependiente de ciclinas (Ogawa et al., 2000), implicada en regular la respuesta
celular a la cantidad de nutrientes en el medio y la progresidn del ciclo celular.

- Ademas, la expresion de los genes DPH fluctua de manera periddica, de manera similar
a genes implicados en traduccién durante experimentos de crecimiento continuo, con
picos de expresion durante el periodo en el que las células estan respirando. Los
autores de este estudio proponen que esto es debido a que la sintesis de proteinas es
uno de los procesos celulares mas costosos energéticamente, por lo que es légico que
el ensamblaje de la maquinaria traduccional tenga lugar cuando la disponibilidad de
ATP es mayor (Tu et al., 2005).

Por otro lado, la busqueda bioinformatica de potenciales motivos comunes en los
promotores de los genes DPH, mediante el algoritmo MEME (Bailey and Elkan, 1994), ha
mostrado varios motivos significativos en los promotores de los cinco genes DPH; siendo el
mas significativo el motivo GCGATG[AG], motivo que se encuentra sobre-representado en el
promotor de genes que codifican proteinas del ribosoma y de la biogénesis y ensamblaje del
mismo (Boden and Bailey, 2008). Aunque no hemos podido asociar dicho motivo con el sitio de
unién de factores de transcripcién concretos, el analisis de la literatura apunta que al menos
parte del motivo es comun con el motivo PAC (“Polymerase A and C”), motivo asociado a genes
implicados en RNAr y biogénesis de ribosomas, que en S. cerevisiae es el sitio de unién de los
factores de transcripcidon Pbf2/Dot6 y Pbf1/Tod6 (Zhu et al., 2009).

El andlisis bioinformatico de los potenciales sitios de unidn de factores de transcripcidon a
los promotores de los genes DPH se llevé a cabo mediante el programa YEASTRACT (Teixeira et
al., 2006), revelando una serie de potenciales factores de transcripcion que se podrian unir a
todos los promotores de estos genes, entre los que se encuentran, Rphl, Fkhi, Fkh2, Gcerl,
Gisl, Mot3, Nrgl, Msn4, Ashl, o Msn2, algunos de los cuales estan relacionados con la
respuesta a estrés. Mediante YEASTRACT también identificamos factores de transcripcidn
“documentados” que regulan a los genes DPH, pero en este caso ninguno de estos factores
regula a todos los genes DPH. No obstante, los factores “documentados” identificados se
pueden regular unos a otros, formando una potencial red de regulacién transcripcional, en

137



Capitulo Il

cuyo vértice se encontraria el factor Sfp1 (ver Figura 28), que en respuesta a nutrientes y estrés
controla la expresion de genes ribosdmicos y de biogénesis del ribosoma (Cipollina et al.,
2008). Es interesante comentar que SFP1 esta a su vez regulada por TORC1 y Mrs6, de forma
qgue Sfpl integra las sefiales de las rutas de respuesta a nutrientes y estrés modulando la
expresion de los genes ribosdmicos y de biogénesis de ribosomas segun las condiciones del
medio (Lempiainen et al., 2009). Adicionalmente, la exploracién bibliografica nos ha permitido
descubrir que habia sido descrita la presencia de un sitio PAC consenso en el promotor de
DPH2 (Wade et al., 2006); asi como la unién de unidén de los factores de transcripciéon Rapl,
Fhl1 y Hmo1, implicados en la regulacion de genes ribosémicos, al promotor de DPH3/KTI11
(Kasahara et al., 2007).

Desde el punto de vista de la regulacidn post-traduccional, un estudio masivo de
proteinas que son fosforiladas por quinasas conocidas, ha mostrado que Dphl, Dph2 y Dph4
son fosforiladas por Spsi, Tpkl, y Pho85, respectivamente (Ptacek et al., 2005). Tpkl y Pho85
estan implicadas en la regulacién de la respuesta celular a la presencia de nutrientes y de
condiciones estresantes en el medio.

Todas estas observaciones sugieren que los genes DPH, junto con genes implicados en la
ensamblaje de la maquinaria traduccional, se transcriben de forma coordinada como respuesta
adaptativa de la célula frente a determinadas condiciones del medio, en general disminuyendo
su expresion en respuesta a falta de nutrientes en el medio. Los datos sugieren que al menos
parte del control transcripcional de los genes DPH se podria producir por la via de TORC1,
encargada de orquestar la respuesta de la célula frente a cambios en el medio, ya sean
nutricionales o condiciones estresantes. Seria interesante estudiar, en mayor profundidad,
otras condiciones en las que estos genes estén co-regulados, y de forma experimental
caracterizar los factores de transcripcién responsables de dicha regulacién.
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Figura 28. Posible red de regulacién transcripcional de los genes DPH. Empleando el programa YEASTRACT
(Teixeira et al., 2006) se identificaron los factores de transcripcion “documentados” (cajas grises) que regulan a
los genes de la ruta de biosintesis de diftamida (cajas blancas), asi como las regulaciones entre ellos. JJJ3 es DPH4,

y KTI11 es DPH3.
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5.4- Hipétesis acerca del Posible Papel Molecular y Fisioldgico de la Diftamida

Aunqgue la modificaciéon post-traduccional de la histidina conservada (His699 en S.
cerevisiae/His715 en humanos) de eEF2 hasta diftamida precisa de al menos seis enzimas (Liu
et al., 2004), las células que carecen de diftamida, ya sean células animales o levaduras, son
viables (Chen et al., 1985; Liu et al., 2004; Phan et al., 1993); y eEF2 sin diftamida es capaz de
llevar a cabo su funcidn en la sintesis proteica a una velocidad y con una precisién suficientes
como para mantener la viabilidad celular (ver la Fig. 23). La cuestién que surge es, por qué esta
compleja y aparentemente prescindible modificacién post-traduccional ha evolucionado y se
ha mantenido en eucariotas y en arqueobacterias (Pappenheimer et al., 1983). Ademas, el que
los organismos eucariotas conserven la diana que les hace susceptibles al ataque de bacterias
patdgenas, indica claramente que la diftamida debe de tener un papel clave en la fisiologia
celular. Este papel debe de ser sutil, dada la no esencialidad de la diftamidacién, y es posible
que su importancia se ponga de manifiesto en determinadas condiciones ambientales, como
en condiciones de estrés o carencia de nutrientes, o en el contexto de un organismo
pluricelular. En relacién con este ultimo punto, y como ya hemos comentado anteriormente, la
diftamida tiene una funcién importante durante el desarrollo del ratdon (Chen and Behringer,
2004; Liu et al., 2006; Webb et al., 2008), sugiriendo que incluso cambios relativamente
pequenos en la fidelidad, en la eficiencia de la traduccién, o incluso en la traducciéon de
determinados RNAm, puede tener efectos importantes en el desarrollo del animal.

Diversas investigaciones han tratado de dilucidar el papel de la diftamida, y se han
formulado numerosas hipodtesis acerca de la posible funcién celular de la diftamidacion. A
continuacién, comentaremos algunas de las mas relevantes y plantearemos nuestro modelo
sobre la base del conocimiento generado:

- Leppla y colaboradores han observado que mutantes en la ruta de diftamidacion son
sensibles a ricina, una proteina inactivadora del ribosoma (RIP), y sugieren que la
diftamida puede haber surgido para proteger a los ribosomas contra la accién de las
RIPs. Las RIPs son proteinas toxicas producidas por hongos (alpha-sarcin), bacterias
patdgenas (toxina Shiga), o plantas (ricina) que se unen al ribosoma en el mismo sitio
gue eEF2 y cortan el RNA de la unidad ribosémica grande, inhibiendo la traduccién
(Gupta et al., 2008).

- Otra alternativa es que la diftamida, como posible sitio de ADP-ribosilacién enddgena,
tenga una funcidn reguladora sobre eEF2 y en consecuencia sobre la sintesis proteica.
Se ha sugerido la existencia una ADP-ribosiltransferasa enddgena, con el mismo
mecanismo de accién que la DT (Fendrick et al., 1992; Iglewski et al., 1984; Lee and
Iglewski, 1984). Seria factible que en determinadas condiciones, por ejemplo falta de
nutrientes o entrada en fase estacionaria, una fraccion del eEF2 celular se ADP-
ribosilara, disminuyendo la sintesis de proteinas total. Dicha ADP-ribosilacion
enddgena podria ser eliminada cuando las condiciones varien mediante la accién de
ADP-ribosil hidrolasas (Mueller-Dieckmann et al., 2006).

- Se ha propuesto que el extremo del dominio IV de eEF2 mimetiza el anticodén del
RNAt (Wilson and Noller, 1998). De acuerdo con este modelo, la diftamida podria
actuar estabilizando la interaccion coddn-anticodén durante la translocacion,
participando en el mantenimiento de la fidelidad de la traduccion. La sensibilidad a
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paromomicina de los mutantes en el dominio IV de eEF2 (D696A, 1698A, y H699N)
(Ortiz et al., 2006) y dph3A (Bar et al., 2008), junto a los problemas para mantener la
fidelidad de la traduccién de dph1A (Bar et al., 2008), dph2A, dph5A y de los mutantes
en el dominio IV de eEF2 (Ortiz et al., 2006), apoyan esta hipodtesis. La sensibilidad de
los mutantes en la ruta de diftamidacion a los aminoglicdsidos paromomicina,
neomicina, geneticina, e higromicina B (Fig. 24b-e), asi como la mayor proporcién de
cambios de fase de lectura de la traduccidn en direccion 5 (-1) observada en dichos
mutantes (Fig. 25), fortalecen la idea de que el extremo del dominio IV de eEF2, y en
particular el residuo de diftamida, es importante para que el proceso de translocacion
ocurra de forma déptima, y en particular para prevenir errores en la fidelidad de la
traduccion (Spahn et al., 2004).

Nuestra hipétesis se fundamenta en la idea previamente expuesta, pero haciendo
especial hincapié en el papel mecanico/estructural del residuo de diftamida y en su
dindmica durante la translocacidon, donde el mantenimiento de la fidelidad de la
traduccion seria circunstancial (secundaria). Es probable que la diftamida en eEF2
actué a modo de resorte o palanca, influyendo en el estado conformacional del
ribosoma durante el proceso de elongacién, favoreciendo que durante dicho proceso
tengan lugar las interacciones adecuadas, entre el ribosoma, eEF2, los RNAts y el
RNAm, para que la translocacion ocurra de forma eficiente. El mecanismo preciso por
el cual tienen lugar estas modificaciones no esta del todo definido, pero el modelo
propuesto es el siguiente:

i) La uniéon de eEF2 al ribosoma induce un movimiento de rotacidn
(“ratcheting”) de la SSU, que induce la estabilizacion de los RNAt en su estado
hibrido (Fig. 19 paneles a y b). En esta etapa, el extremo del dominio IV de
eEF2, donde se localiza el residuo de diftamida, se encuentra en contacto con
duplex anticodén RNAt-codén RNAm del sitio A. Se ha sugerido que esta
interaccién podria estabilizar el apareamiento de bases coddn-anticodén.

ii) La posterior hidrélisis de GTP induce cambios conformacionales en eEF2.
Como resultado de los mismos, el extremo del dominio IV de eEF2 se desplaza
interrumpiendo las interacciones que se producen durante el proceso de
“descifrado”, entre el duplex anticodon RNAt-codén RNAm del sitio A y las
adeninas universalmente conservadas de la hélice 44 de la SSU. La liberacion
de dicha unidn (“unlocking”) permite que la cabeza de la SSU rote en la
direcciéon de la translocacion, movimiento que arrastra a los RNAts a su
posicién final (Fig. 19 paneles c y d). Ademads, el movimiento de la diftamida
hace replegarse a las adeninas en el surco menor de la hélice 44 de la SSU,
“poniendo a cero” el centro de “descifrado” del ribosoma para otra ronda de
elongacion (Frank et al., 2007; Sengupta et al., 2008; Taylor et al., 2007) (la
Pelicula adjunta en el DVD, producida por Taylor et al.,, 2007, permite
visualizar la compleja dindmica de movimientos que tiene lugar durante la
translocacidn).

iii) Los modelos sugieren que la translocacion se completa mediante la
combinacién del movimiento inverso de la cabeza de la SSU y la rotacidn
inversa (“reverse ratcheting”) de toda la SSU, que ocurren cuando eEF2¢GDP
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se disocia del ribosoma (Fig. 19 panel e). El papel de la diftamida durante esta
etapa no esta claro, pero algunos autores sugieren que podria impedir que el
RNAt del sitio P se deslice hacia el sitio A, induciendo un cambio de fase de
lectura. En apoyo de este modelo hay evidencias experimentales de que
efectivamente la diftamida interacciona con las dos adeninas universalmente
conservadas de la hélice 44 de la SSU (Jorgensen et al., 2005; Yates et al.,
2006), las cuales, como ya hemos comentado, tienen un papel central en el
reconocimiento de los RNAts correctos en la unidn al sitio A.

No queremos dejar de apuntar la posible regulacion de la traduccion de forma
dependiente de la diftamidacidn, ya sea mediante la ADP-ribosilacién enddgena de
eEF2 via diftamida, o directamente mediante la diftamidacion de la translocasa.
También es importante sefialar que es posible que en la célula co-existan fracciones de
eEF2 diftamidado vy sin diftamidar, con lo cual su funcién en translocacidon no seria
“todo o nada”, sino que habria una modulacién fina del proceso de translocacidn, y
que, como hemos apuntado, podria depender de las condiciones del medio.
Experimentos no publicados del grupo del Dr. Gerald Fink, muestran que los mutantes
dph son sensibles a rapamicina, pierden viabilidad, y tardan mas en recuperarse tras
mantener a las células en cultivo durante tiempos largos de incubacién (Milne, G.T,,
and Fink, G.R. (1998). The biosynthesis of diphthamide and its role in stationary phase.
Yeast Genetics and Molecular Biology Meeting 1998). Estos resultados, junto a la
sensibilidad a la cafeina de dichos mutantes (Fig. 24g) y a la posible regulacion
transcripcional de los genes DPH dependiente de la disponibilidad de nutrientes,
sugieren que la diftamida podria estar participando en la regulacion de la traduccion
en respuesta a la disponibilidad de nutrientes en el medio. Es posible también, que la
diftamidacion sea una modificacion adicional dentro del modelo de regulacion
traduccional recientemente planteado, que seria equiparable en cuanto a complejidad
al modelo actual de regulacién de la transcripcidon. Segun este modelo, habria
heterogeneidad en el proceso de traduccidn, debido a modificaciones post-
traduccionales de las proteinas que participan en la traduccién, a la existencia de
paralogos en las proteinas ribosémicas, o de diferentes formas de RNAr. Todo ello,
contribuiria a la existencia de un “cddigo ribosémico”, que regularia de manera
diferente la traduccion de distintos RNA mensajeros segun las condiciones del medio o
las condiciones fisioldgicas de la célula (Komili et al., 2007).

La elevada conservacién evolutiva de la diftamida y el mantenimiento de una ruta de

biosintesis tan compleja, indican que debe cumplir una funcidn fundamental en la célula.
Diversos estudios han tratado de arrojar luz al respecto, pero debido a la complejidad
intrinseca del proceso de translocacidn, quedan alin muchas incégnitas sobre su funcion a nivel
molecular y en la fisiologia de la célula. Investigaciones recientes sobre la participacion en
elongacion y su posible implicacién en translocacién de elF5A, un factor descrito como de
iniciacion, y Unica proteina en eucariotas y arqueas que se modifica post-traduccionalmente en
la lisina 51 al aminoacido hipusina (Saini et al., 2009), suscitan nuevas cuestiones acerca de la
regulacién de la traduccién y su elevada complejidad.

La especificidad de la diftamida en eucariotas y arqueobacterias, su papel en la sintesis

de proteinas, y su posible regulacién, hacen que eEF2 diftamidado constituya una potencial
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diana molecular para controlar la proliferacion celular. Podemos especular que una vez que se
defina la proporcién de eEF2 diftamidado en la célula, y si ésta varia dependiendo del tipo
celular o estado fisioldgico de la célula, se podria tratar de inhibir la sintesis proteica de forma
especifica en determinadas células con proliferacion aberrante. Como hipotética herramienta
farmacolégica seria posible emplear toxinas modificadas que se unan a la fraccion de eEF2
diftamidado, como podria ser el caso de la DT, o que se unan a la fraccion de eEF2 sin
diftamidar, como podria ser el caso de las RIPs.

Por ultimo, la diftamida o algunas de las proteinas implicadas en su sintesis, podrian
tener funciones adicionales, entre las que se podria encontrar el control de la estabilidad
proteica durante la traduccion, en el caso de Dph4p.
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Capitulo lll: Acido Micofendlico y 4-NQO

1.- Acido Micofendlico y 4-Nitroquinolina 1-6xido: Antecedentes y Objetivos

Uno de los objetivos del proyecto LEVAS3 incidia en el estudio de la relacién entre
transcripcidon e inestabilidad gendmica y, en particular, en la identificacién de factores
implicados en la reparacion del DNA acoplada al proceso de transcripcion. El objetivo ultimo es
tratar de comprender los mecanismos responsables de la inestabilidad gendmica en
eucariotas, en particular aquellos relacionados con la transcripcion.

En colaboracion con el grupo del Dr. Andrés Aguilera (Centro Andaluz de Biologia
Molecular y Medicina Regenerativa, Sevilla) se planificd la identificacion y andlisis de mutantes
nulos de S. cerevisiae sensibles al acido micofendlico (MPA) y a 4-nitroquinolina 1-6xido (4-
NQO), empleando para ello el abordaje genético y funcional del genoma de S. cerevisiae
descrito en la seccién Estrategia Experimental y Métodos. El empleo del MPA en el escrutinio
realizado se basa en el efecto negativo que ejerce dicho compuesto sobre la elongacion de la
transcripcion, mientras que el uso de 4-NQO se fundamenta en el tipo de dafio en el DNA que
genera.

2.- El Acido Micofendlico, un Inhibidor de la IMPDH

El 4cido micofendlico (MPA) o micofenolato (ver Fig. 15), es un inmunosupresor de
origen natural producido por especies del hongo Penicillium, que muestra una amplia gama de
actividades bioldgicas, que incluyen accién antibacteriana, antifingica, antiviral y antitumoral
(Bentley, 2000).

El MPA es un inhibidor no competitivo y reversible de la inosina monofosfato
deshidrogenasa (IMPDH) (Nimmesgern et al., 1996), la enzima que cataliza la conversion de
inosina monofosfato (IMP) en xantosina monofosfato (XMP) y, consecuentemente, es el punto
de control de la tasa de sintesis de guanosina monofosfato (GMP) en la ruta de novo de
biosintesis de purinas (ver ruta metabdlica en el SGD: http://pathway.yeastgenome.org//
YEAST/NEW-IMAGE?type=NIL&object=DENOVOPURINE3-PWY). Por tanto, la accion del MPA
provoca una gran reduccion de los niveles intracelulares de GTP (Qiu et al., 2000) y, en ultima
instancia, inhibe la sintesis de DNA.

Este farmaco, que se comercializa bajos las marcas CellCept (Roche) y Myfortic (Novartis
Pharmaceuticals Corporation), se emplea en clinica como agente inmunosupresor para
prevenir rechazos en el transplante de érganos y en el tratamiento de algunas enfermedades
autoinmunes, gracias al control que ejerce sobre la proliferacion de linfocitos B y T; ya que
éstos dependen totalmente de la ruta de novo de biosintesis de purinas (Eugui et al., 1991).

La levadura S. cerevisiae ha sido utilizada como modelo para estudiar la respuesta celular
a MPA a nivel de ciclo celular (Sagot et al., 2005), y para identificar potenciales dianas del
farmaco (Escobar-Henriques et al., 2001). Ademds, empleando la coleccion completa de
mutantes de delecién en genes no esenciales de S. cerevisiae, se han realizado escrutinios
fenotipicos a gran escala para caracterizar el efecto a nivel celular del tratamiento con MPA.
Estos estudios han puesto de manifiesto la hipersensibilidad a MPA de mutantes afectados en
el proceso de transcripcién (Desmoucelles et al., 2002).
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3.- El 4-NQO, un Carcinégeno Modelo que “Mimetiza” a la Luz UV

La 4-nitroquinolina 1-oxido (4-NQO) (ver Fig. 15), es un derivado de la quinolina que se
emplea en investigacion como agente tumorigénico modelo y cuyas propiedades
carcinogénicas y mutagénicas son conocidas desde el afio 1957 (Nakahara et al., 1957). Es un
compuesto que “mimetiza” el efecto de la luz ultravioleta (UV) a 254 nm, ya que genera en el
DNA lesiones en forma de aductos de alto peso molecular (“bulky adducts”). Para reaccionar
con el DNA, el 4-NQO debe primero activarse metabdélicamente a 4-hidroxiaminoquinolina 1-
oxido, molécula que es capaz de establecer monoaductos estables con las purinas a través de
la formacién de enlaces covalentes con C8 o N2 deoxiguanina, y con N6 deoxiadenina (Bailleul
et al., 1989; Galiegue-Zouitina et al., 1986; Nagao and Sugimura, 1976; Tada and Tada, 1976).
Las lesiones en el DNA producidas por el 4-NQQO, al igual que las producidas por la luz UV, son
reparadas mayoritariamente por la maquinaria de reparacion de DNA por escision de
nucledtidos (NER, de “Nucleotide Excision Repair’). La maquinaria de NER reconoce la
distorsion en el DNA producida por el aducto y provoca su eliminacién mediante dos cortes de
cadena sencilla en el DNA a ambos lados del aducto, generando un hueco o “gap”, que es
finalmente rellenado por la DNA polimerasa (Hoeijmakers, 1993; Prakash et al., 1993).

El 4-NQO es, ademas, un potente inductor de estrés oxidativo debido a que sufre ciclos
de oxido reduccién en los que genera especies reactivas de oxigeno (ROS) como el anidn
superoxido y el peréxido de hidrégeno que, a su vez, pueden convertirse en otros ROS como el
oxigeno singlete y los radicales hidroxilo (Nunoshiba and Demple, 1993). Todo ello, contribuye
al estrés oxidativo, que puede desembocar en mayor dafio al DNA (Yamamoto et al., 1993).

En S. cerevisiae se han realizado varios escrutinios con la coleccidon de deletantes para
estudiar el efecto a nivel celular de agentes genotéxicos que generan distintos tipos de dafio en
el DNA (ver Tabla 3). Algunos de estos escrutinios han incluido al carcindgeno 4-NQO, dando
lugar a la identificacién de un grupo de mutantes sensibles a dicho compuesto entre los que
destacan por su hipersensibilidad varios mutantes afectados en el proceso NER (Begley et al.,
2004; Hillenmeyer et al., 2008; Lee et al., 2005; Said et al., 2004).

4.- Reparacion de DNA Acoplada a la Transcripcién

Como se ha descrito anteriormente, la reparacidén por escisién de nucleétidos (NER) es
una via de reparacién del DNA que se encarga de reconocer y eliminar bases del DNA que se
encuentran modificadas con grandes aductos (“bulky adducts”) asi como uniones
intracatenarias de nucledtidos, como las producidas por los dimeros de pirimidina inducidos
por luz UV. En el proceso de reconocimiento del dafio en el DNA, la maquinaria de NER se
subdivide en dos rutas: una reconoce el dafio que se produce a nivel gendmico (GG-NER o
GGR, de “Global Genome Repair”), mientras que la otra ruta se circunscribe al dafio que se
produce en aquellas zonas que se estan transcribiendo de manera activa (TC-NER o TCR, de
“Transcription Coupled Repair”).

Algunas revisiones recientes abordan los mecanismos que generan inestabilidad
gendmica haciendo particular énfasis en aquéllos relacionados con el proceso de transcripcion
(Aguilera and Gomez-Gonzalez, 2008; Hanawalt and Spivak, 2008).

A pesar de los numerosos estudios realizados en este tema, el proceso de TC-NER es uno
de los procesos de reparaciéon del DNA menos conocidos a nivel molecular. Por ello, en este
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trabajo, nos planteamos como objetivo la identificacién de nuevos elementos celulares
implicados en transcripcidon y en TC-NER, para asi, mejorar nuestro conocimiento sobre la
conexidn funcional existente entre TC-NER y la elongacion de la transcripcion.

Los resultados de este trabajo se presentan a continuaciéon en la correspondiente
separata del articulo (Gaillard et al., 2009).
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Nucleotide excision repair (NER) is an evolutionarily conserved
DNA repair pathway that deals with severely distorting DNA
lesions including intrastrand crosslinks such as UV-induced

Introduction

Synthesis of an RNA transcript by RNA polymerase II

(RNAPII) requires the successful completion of at least four steps
in the transcription cycle: promoter binding and initiation,
promoter clearance, elongation, and termination. While many
studies have focused on the regulation of initiation, more recent
studies have demonstrated that transcription elongation is a
dynamic and highly regulated stage of the transcription cycle
capable of coordinating downstream events. Numerous factors
have been identified that specifically target elongation [1].
Importantly, multiple steps in mRNA maturation, including pre-
mRNA capping, splicing, 3’-end processing, surveillance, and
export, are modulated through interactions with the RNAPII
machinery [2,3]. It also appears that distinct factors act in specific
transcriptional contexts; the requirements of these factors are
largely unknown and highlight the need to improve our
understanding of elongation i wvivo. Several lines of evidence
indicate that transcript elongation by RNAPII involves frequent
pausing and stalling, and an important role of the many accessory
factors may be to minimize the negative impact of such events on
transcription [4].

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

pyrimidine dimers (CPDs) and DNA bulky adducts such as those
generated by the model carcinogen 4-nitroquinoline-N-oxide (4-
NQO). Within NER two damage-sensing pathways are recog-
nized: one for the entire genome, global genome repair (GG-
NER), and the other for transcribed strand of active genes,
transcription coupled repair (T'C-NER). As ongoing transcription
is required for TC-NER, damage recognition is likely triggered by
the elongating RNAP itself, whose progression gets obstructed at
the site of damage. RNAP arrests at injuries in the template strand
initiating, likely via additional specific factors, the recruitment of
the DNA repair machinery [5,6].

In eukaryotes, the precise mechanism of TC-NER remains
poorly understood. Mutations in proteins required for NER lead
to severe disorders known as Xeroderma pigmentosum and
Cockayne’s syndrome. One of these proteins, Cockayne syndrome
B protein (CSB), and its yeast orthologue Rad26, share conserved
functions [7,8] and represent putative eukaryotic transcription-
repair coupling factor (TRCF) candidates. The putative function
of CSB as a TRCF has been substantiated by i vitro reconstitution
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Author Summary

Dealing with DNA lesions is one of the most important
tasks of both prokaryotic and eukaryotic cells. This is
particularly relevant for damage occurring inside genes, in
the DNA strands that are actively transcribed, because
transcription cannot proceed through a damaged site and
the persisting lesion can cause either genome instability or
cell death. Cells have evolved specific mechanisms to
repair these DNA lesions, the malfunction of which leads to
severe genetic syndromes in humans. Despite many years
of intensive research, the mechanisms underlying tran-
scription-coupled repair is still poorly understood. To gain
insight into this phenomenon, we undertook a genome-
wide screening in the model eukaryotic organism Saccha-
romyces cerevisiae for genes that affect this type of repair
that is coupled to transcription. Our study has permitted
us to identify and demonstrate new roles in DNA repair for
factors with a previously known function in transcription,
opening new perspectives for the understanding of DNA
repair and its functional interconnection with transcription.

of the TC-NER initiation steps, in which an elongating RNAPII
arrested at a DNA lesion was shown to mediate an ATP-
dependent incision of the damaged DNA only in the presence of
CSB [9]. XPG, one of the structure-specific DNA endonuclease
responsible for the removal of an oligonucleotide containing the
DNA lesion in NER, is another protein involved in TC-NER.
Recent results imply a coordinated recognition of stalled RNAPII
by XPG and CSB in TC-NER initiation in mammalian cells and
suggest that TFIIH-dependent remodeling of stalled RNAPII
without release may be sufficient to allow repair [10]. In yeast, the
Rpb4 and Rpb9 subunits of RNAPII have also been shown to
contribute to TC-NER [11,12]. Recently, proteins of the THO,
Sub2-Yral and Thpl-Sac3 complexes, which are involved in
mRNP biogenesis and export [13], have also been shown to be
required for efficient TC-NER [14].

In addition, RNAPII is subject to ubiquitylation and protea-
some-mediated degradation in response to UV damage [15]. It has
been proposed that degradation of damage-stalled RNAPII
complexes might assist TG-NER [16]. Indeed, recent studies in
yeast have shown that arrested RINAPII elongation complexes are
the preferred substrate for ubiquitylation, which is mediated by
Defl, Rpb9, and the C-terminal repeat domain (C'TD) of RNAPII
[17-19].

To improve our knowledge of gene products that function at the
interface between transcription and DNA repair, we used a yeast
mutant library covering the yeast non-essential genes for a
genome-wide analysis of the genes conferring resistance to the
inosine monophosphate dehydrogenase inhibitor mycophenolic
acid (MPA), and the DNA-damaging agent 4-NQO. This
approach allowed us to identify new putative candidates for genes
involved in transcription and TC-NER. Our study unravels a new
function for known transcription complexes in TC-NER and open
new perspectives for the understanding of TC-NER and its
functional interconnection with transcription elongation.

Results

Genome-Wide Analysis of mRNA Accumulation and 4-
NQO- and MPA-Sensitivity

We were interested in analyzing and comparing the genes
conferring resistance to 4-NQO and MPA. To explore the
functional consequences of the treatments with 4-NQO and MPA,
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we first determined the expression levels of the whole genome
after treating wild-type cells with either 75 ng/ml 4-NQO or
50 pug/ml MPA during 30 min each. Expression of a total of
2374 genes was evaluated by microarray analysis (data available
at  www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ wunder the access number
GSE11561). Among these genes, mRNA levels that were at
least 2-fold above or below mock treated cells were found for 376
genes in cells treated with 4-NQO and for 295 genes in cells
treated with MPA (Table S1). Of the genes affected by either
treatment, very few were coincident, which is consistent with the
fact that 4-NQO and MPA affect different cellular processes
(Figure 1A). Ontology analysis of the 644 genes showing
significant variations in expression levels indicated that there is
not a relevant class of genes specifically affected by any of the
compounds used (data not shown).

For the analysis of genes required for resistance to 4-NQO and
MPA, a collection of 4894 yeast haploid knock-out mutants,
covering 85% of all yeast genes and virtually all (99,4%) of yeast
non-essential genes, were grown in SC medium supplemented
either with 150 ng/ml 4-NQO or 25 pug/ml MPA. Cells were
incubated at 30°C and growth monitored after 48, 72, and 120 for
4-NQO and 72 hours for MPA. Analysis of the strains showing at
least 80% growth inhibition by 4-NQO at the indicated time led to
a classification of sensitive strains into three groups (Table S2):
group A contains 189 strains whose sensitivity to 4-NQO is
observed from early on (48 h) and is maintained over time, B
contains 308 strains whose sensitivity was observed only at early
time points (48 h), and C contains 100 slow-growing strains whose
sensitivity is observed later on (from 72 h). Direct comparison of
cell sensitivity to different DNA-damaging agents and stress
conditions (4-NQO, methyl-methanesulfonate [MMS], menadi-
one [Mnd], UV, and 37°C) in a selection of 4-NQO-sensitive
mutants validated our high-throughput results and confirmed that
4-NQO 1in addition to being a ‘UV-mimetic’ agent, causes
oxidative damage (Table S3). In the same line, comparison of
the mutants found sensitive to 4-NQO with the mutants found
sensitive to at least one of five oxidants [20] revealed that 35% of
the 4-NQO sensitive strains are sensitive to oxidative damage as
well. As compared to a genome-wide study in which deletion
strains were pooled and grown competitively in the presence of 4-
NQO [21], our set of 4-NQO sensitive strains contains the 10
strains found as top sensitive and 31 out of the 37 most sensitive
strains.

Correspondingly, 85 MPA-sensitive deletions showing at least
50% growth inhibition were found (Table S4), of which 40 had
been reported in a previous analysis for MPA sensitivity of the
yeast disruptome [22] and 45 had not been described as MPA-
sensitive to date. We focused on 289 4-NQO-sensitive (groups A
and C) and 68 MPA-sensitive deletions showing at least 60%
growth inhibition. Ontology analysis of the genes identified for
each drug is consistent with the fact that 4-NQO affects DNA
repair whereas MPA affects transcription (Figure 1B). Only 25
mutations led to sensitivity to both compounds (Figure 1C). From
these mutations, 13 identified known genes involved in aspects of
transcription and mRNP biogenesis, and 12 identified genes
mvolved in protein modification, intracellular trafficking, and
primary and secondary metabolism. Direct comparison of the
genes showing significant variations in their patterns of expression,
as determined by microarray analyses, with those showing
sensitivity to either MPA or 4-NQQO reveals no obvious correlation
(data not shown). Therefore, a higher expression of a gene in the
presence of 4-NQO or MPA does not imply requirement for
resistance, but rather it is the result of an adaptation of the cell to
the new conditions of growth.
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Figure 1. Analysis of genes similarly affected by 4-NQO and MPA. (A) Venn diagram representing the overlap between genes whose
expression is changed after treatment with 4-nitroquinoline-N-oxide (4-NQO) and mycophenolic acid (MPA). (B) Fraction of mutant strains sensitive to
4-NQO (left) and MPA (right), classified by GO annotation. The MPA-sensitive set is significantly enriched in genes with the label “RNA elongation”
and “chromatin modification” (p<<3.38E-03 and p<<7.96E-05, respectively), and the 4-NQO-sensitive set in “response to DNA damage” (p<<6.3E-19).
Enrichment analyses were carried out with the GO Term Finder tool of the SGD. (C) Venn diagram representing the overlap between genes conferring
resistance to 4-NQO and MPA. The 25 genes common to both analyses are listed to the right.

doi:10.1371/journal.pgen.1000364.g001

Effect of SAGA, CTK, Mediator, Ccr4-Not, Bre1-Rad6, and
Fun12 in Transcription Elongation

We have previously shown that mutants impaired in transcrip-
tion elongation display lower efficiency in the transcription of long
vs. short transcription units [23]. To gain insight into the putative
defects in RNAPII transcription of 45 MPA-sensitive mutants, the
ratios of acid phosphatase activity for a long (PHO)-lac{ or PHO5-
LACH) vs. a short transcription unit (PHO)), which is taken as an
approximate measurement of Gene Length Accumulation of
mRNA (GLAM) were determined (Table S4). GLAM-ratios were
previously used as an indirect estimation of RNAPII elongation
[24]. Similar GLAM-ratios were obtained with the two long
transcription units (Figure S1). Out of the assayed mutants, 24
showed values below 0.5, which were taken as criteria for
candidates with defects in RNAPII elongation. 6 mutants carried
deletions of genes encoding subunits of protein complexes that
were previously related to RNAPII elongation, including RNAPII
(rpb44 and rpb94), THO (tho24), Spt4-Sptd (spt44), and PAF (r1f14
and ¢dec734). 7 mutants carried deletions of genes encoding
proteins affecting transcription, for which an implication in
transcription elongation has been proposed in the past. These
included subunits of SAGA (spt34 and spt204) [25], CDK (bur24)
[26], and Ccr4-Not (ccr4d) [27] complexes as well as proteins
involved in H2B ubiquitylation (brelA4, rad64, and lgelA) [28].

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

Another 4 mutants carried deletions of genes encoding proteins
affecting transcription, but that had not been related to RNAPII
elongation. These included subunits of Mediator (med24 and
med154) and Ccr4-Not (notb4) complexes as well as the Uvsl
putative transcription factor (YPL250wA). The remaining 7
mutants affected proteins whose function has not been previously
linked to transcription (pd3A4, funl2A4, shplA, lip2A4, est24, and
ubp154) or is unknown (Y7R018wA). To evaluate the significance
of these putative new links with RNNAPII elongation, and because
some mutants of the SAGA (spt74 and spt84), CDK (ctkIA4 and
ctk34), and Mediator (med124) complexes did not exhibit
expression deficiencies, we extended our analysis to deletions of
other functionally related genes.

Gene expression was analyzed in all viable SAGA deletions
(Figure 2). We found that, in addition to spt204 and spt34, the
absence of three other subunits (Hfil, Sgf73, and Sgf29) showed a
clear gene expression defect (GLAM<0.5) while the remaining 5
viable deletions (gend 4, ada24, ubp8A4, nggl A, and sgfl 14) were only
poorly or not affected, as observed for sp¢74 and spt84.

Since the H2B-ubiquitylases Rad6, Brel, and Lgel, two PAF
subunits (Cdc73 and Rtfl) as well as Bur2 belonged to the MPA-
sensitive mutants exhibiting low GLAM-ratios, we extended the
analysis to mutants of COMPASS, the complex responsible for
H3-K4 methylation. Low GLAM values were observed for some

3 February 2009 | Volume 5 | Issue 2 | e1000364



0 04 08 GLAM-ratio ]

T T

New Transcription-Coupled Repair Factors

e
saca| %

PAF

H2B-Ub

COMPASS

l2 1 ‘6 2

T T

[1 PHO5-lacZ/PHO5
I PHO5-LAC4/PHO5

CDKs

Mediator med!2 ———lh

Translation gﬁﬂ——-—

Initiation Wﬁ—

Ccr4-Not | corf ety E

PP2A

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

February 2009 | Volume 5 | Issue 2 | e1000364



New Transcription-Coupled Repair Factors

Figure 2. Gene expression analyses of selected MPA-sensitive and functionally related mutants. PHO5-lacZ/PHO5 and PHO5-LAC4/PHO5
ratios were calculated after assaying acid phosphatase activity of mutants lacking the indicated gene. Averages of at least three independent assays

are shown. Error bars indicate standard deviation.
doi:10.1371/journal.pgen.1000364.g002

of the COMPASS and H2B ubiquitylation mutants (Figure 2),
suggesting that both H2B ubiquitylation and H3-K4 methylation
may be important for transcription elongation. Interestingly,
analysis of Ctkl-Ctk2-Ctk3 (CTDK-I)—the other cyclin-depen-
dent protein kinase involved in transcription elongation [29]—
suggests that, despite ctk/4 and cth34 being MPA-sensitive,
CTDK-I might be dispensable for the expression of long genes.

Most viable deletions lacking Mediator subunits and the viable
deletions lacking other subunits of the Ccr4-Not complex were
also assayed (Figure 2). The results indicated that in addition to
Med2 and Med15, the Med18, Med19 and Med20 subunits might
affect transcription elongation, whereas the remaining viable
subunits may be dispensable. For the Ccr4-Not complex, not44
showed low expression of long genes, as observed for not54 and
ccr44, whereas this was not the case for caf74 and not34.

Finally, since the only known function of Funl2 is related to
translation initiation, we assayed other viable deletions of
translational machinery elements playing a role during initiation
(Gen2, Gen3, Herl and Tif3). To understand the low GLAM-
ratios of {pd3A, all other deletions lacking subunits of the PP2A
complex were assayed. Figure 2 shows that neither the translation
initiation machinery nor the PP2A complex influence gene
expression in a gene length-dependent way.

)
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Since the analysis of GLAM-ratios relies on measurement of
enzymatic activities, we decided to assess directly the efficiency of
transcription of representative mutants using an i vilro elongation
assay. This assay 1s based on a plasmid (pGCYG1-402) in which a
hybrid GAL4-CYC!1 promoter containing a Gal4 binding site is
fused to a 1.88-kb DNA fragment coding for two G-less cassettes.
The first cassette is right downstream of the promoter and is 84-nt-
long. The second is located 1.48-kb from the promoter and is 376-
nt-long. The efficiency of elongation is determined in whole cell
extracts (WCEs) by the values of the ratio of accumulation of the
376- versus the 84-nt-long G-less RNA fragments after RNase T1
digestion [30].

WCEs from representative mutants of Mediator (med154), CTK
(bur24), Brel-Rad6 (brelA), SAGA (spt204), Ccr4-Not (not54), and
PP2A (1pd34) complexes as well as the translation initiation mutant
Junl124 were analyzed. As can be seen in Figure 3, brel 4, spt204,
and notb4 WCEs transcribed the 376-nt G-less cassette with
efficiencies around or below 60% of the wild-type levels. These
results indicate severe defects in transcription elongation in those
subunits of the Brel-Rad6, SAGA, and Ccr4-Not complexes.
Strikingly, funi24 cell extracts also led to a clear transcription
elongation phenotype in our assay (62%). WCEs extracts of bur2
and medl5 mutants were moderately affected in transcription
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Figure 3. /n vitro transcription elongation. /n vitro transcription assay of WCEs from BY4741 (wt), med15, bur2, funi2, brel, spt20, tpd3, and not5
strains. Each reaction was stopped after 30 min, treated with RNaseT1 and run in a 6% PAGE. Two bands from each G-less cassette were obtained,
probably due to incomplete action of RNaseT1. Efficiency of transcription elongation was determined as the percentage of transcripts that reach the
376-nt cassette in respect to those that cover the 84-nt cassette. Radioactivity incorporated into the cassettes was quantified in a Fuji FLA3000 and
normalized with respect to the C content of each cassette. The mean value of the wt (84%) was normalized to 100%. Mean value and standard
deviation of three independent experiments are shown.

doi:10.1371/journal.pgen.1000364.9003
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elongation, with efficiencies ranging from 68 to 77% of wild-type
levels. Transcription elongation efficiencies of pd34 WCEs
reached wild-type levels, indicating that this mutant was fully
transcription elongation-proficient in this assay.

In addition, we aimed at testing whether the candidate
mutations changed the distribution of RNAPII along a
transcribed unit, as an alternative method to measure elongation
[31]. Therefore, RNAPII occupancy was analyzed by ChIP for
the representative mutants selected for the & wvitro assay in the
LAUR expression system [32], which contains a 4.15 kb lacZ-
URAS translational fusion under the control of the 7ef promoter.
The presence of RNAPII was determined at a 5'-end and a 3'-
end region of the lac{ sequence, as well as within the fused URA3
gene (Figure 4). The spt204, not54 mutants and, to a lesser
extent, bur24 were impaired in elongation in this assay, as less
RNAPII was found toward the 3’-end than at the 5'-end of the
transcription unit. Strikingly, RNAPII appeared to accumulate
toward the 3'-end of the gene in medl54 cells. No significant
changes in RNAPII distribution were observed in the brelA,
Junl124, and tpd34 mutants, the latter of which is consistent with
the wm vitro result.

Therefore, our results indicate that subunits of SAGA, Cicr4-
Not, Mediator, and, to a lesser extent, CDK affect transcription
elongation, as seen with the three different assays tested while the
effect of Brel-Rad6 and the translation factor Funl2 on
transcription elongation depends on the assay used.

Genetic Analysis of UV Sensitivity in the Absence of
Global Genome Repair

Given the strong dependency of TC-NER on RNAPII
transcription and the fact that the few proteins known to be
involved in TC-NER are related to transcription, we made use of
the results of our MPA-sensitivity screen to select 18 mutants
encoding for transcription factors, protein de-ubiquitylase, H2B-
ubiquitylase, subunits of the CDK, SWI/SNF, SAGA, Mediator,
PAF, Ccr4-Not complexes, and RNAPII and look for those
possibly involved in TC-NER. For this purpose, we abolished GG-
NER by deleting the RAD7 gene in the chosen mutants. In the
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absence of GG-NER, deficiencies in TC-NER lead to increased
UV-sensitivity, a phenotype that we screened for by drop assay
(Figure 5). Growth of each double mutant was compared to the
growth of rad74, giving rise to the classification of 5 mutants as not
more sensitive than rad74 (dst1A, ubp15A4, cth34, bur24, and spt7A)
and 4 mutants as slightly more sensitive to UV than rad74 (snf64,
sptdd, spt8A4, and med124), this effect being more obvious when
higher UV doses were used (data not shown). The remaining 9
strains were much more sensitive to UV than rad74 (rad64, 1pb94,
med24, med15A4, spt204, spi3A, riflA, cde754, and not54). Rad6 and
Rpb9 are known to be involved in post-replication repair of UV-
damaged DNA and TC-NER, respectively [11,33]. However, the
7 other mutants have no known connection to any UV-damaged
DNA repair pathway. These mutants include subunits of the
mediator (med24 and med154), SAGA (spt34 and spt204), PAF
(itfi4d and c¢dc734), and Ccr4-Not (n0t54) complexes. Given the
fact that other subunits of the Mediator and SAGA complexes
were represented in the moderately UV-sensitive strains (med124,
spt74, and spt84), we focused on the PAF and Ccr4-Not complexes
for a more detailed analysis.

TC-NER Is Impaired in Cells Defective in the PAF and

Ccr4-Not Complexes

To refine the UV sensitivity analysis of PAF and Ccr4-Not
mutants in the absence of GG-NER, UV survival curves were
performed for all viable PAF and Ccr4-Not mutants (r/74, cdc734,
pafld, leold, notd5A, not4d, not34, cafld, ccr44) alone or in
combination with the 7ad74 mutation (Figure 6). The rfi4,
cde734, leold, not34, cafl4 and cer44 single mutants show no
increased UV sensitivity as compared with wild-type cells.
However, upon UV irradiation viability of the corresponding
double mutants dropped below the levels of the rad74 single
mutant. The paf14, notb4 and not44 single mutants showed a
moderate UV sensitivity, reaching levels very close to that of rad74
in the case of pafIA4 and not44. Nevertheless, the viability of the
paflA rad74, notSA rad74, and not44 rad74 double mutants
dropped far below the levels of the corresponding single mutants
upon UV irradiation.
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Figure 4. RNAPII occupancy analysis. ChIP analyses in BY4741 (wt), not5, spt20, bre1, med15, bur2, fun12, and tpd3 strains in the LAUR expression
system. The scheme of the gene and the PCR-amplified fragments are shown. The DNA ratios in region 5’, 3" and URA3 were calculated from their
signal relative to the signal of the intergenic region. The recruitment data shown are referred to the value of the 5’ region taken as 100%. ChIPs were
performed from 3 independent cultures, and quantitative PCRs were repeated three times for each culture. Error bars, SDs.

doi:10.1371/journal.pgen.1000364.g004
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Both the PAF and the Ccr4-Not complexes have been
previously linked to the DNA damage checkpoint pathway [34—
37]. Therefore, we wondered whether the observed UV sensitivity
might rely on checkpoint activation defects. Firstly, we checked the
GLAM-ratios of cells lacking the DNA damage checkpoint protein
Rad9 (Figure 2). No transcription defects were observed in this
assay. Secondly, we performed UV survival curves of the DNA
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Figure 5. UV sensitivity in the absence of global genome repair in selected MPA-sensitive mutants. UV sensitivity analysis of 18 mutant
strains in which the RAD7 gene has been disrupted. rad7 and wild-type strains were used as control. Cell dilutions were dropped on YPDA plates, UV
irradiated with 15 J/m? and grown at 30°C in the dark for 3 days.
doi:10.1371/journal.pgen.1000364.g005

damage checkpoint rad94 and the brel4 mutants alone or in
combination with the 7ad74 mutation (Figure 7A). The rad94
single mutant was sensitive to UV irradiation, as previously shown
[38]. Deletion of the GG-NER factor Rad7 increased the UV
sensitivity of 7ad94 cells. Together, these data indicate that a
functional DNA damage checkpoint response is important for
viability upon UV irradiation both in repair proficient and in GG-
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Figure 6. PAF and Ccr4-Not mutants are sensitive to UV in the absence of global genome repair. UV sensitivity curves of strains carrying
single and double combinations of the (A) rtf1, (B) cdc73, (C) pafl, (D) leo1, (E) not5, (F) not4, (G) not3, (H) cafl, (l) ccr4, and rad7 mutations. Mutants
shown in (A-D) are subunits of the PAF and mutants shown in (E-I) of the Ccr4-Not complex. Average values and standard deviations from 3

independent experiments are shown.
doi:10.1371/journal.pgen.1000364.g006

NER deficient cells. Surprisingly, the bre/4 mutant behaved
differently, as the single mutant was not UV-sensitive while the
brel A4 rad74 double mutant was not more sensitive to UV irradiation
than the 7ad74 single mutant. Finally, we analyzed the impact of the
rad94 mutation on the UV survival of the 114, rif1A rad74, not4,
and notd4 rad74 strains. A similar set of UV survival curves were
performed with the TC-NER mutant 7ph94 as a control. As shown
in Figure 7B, a synergistic effect was observed in the absence of GG-
NER in mutants of the PAF and Ccr4-Not complexes, since the 1/1/4
rad94 and not54 rad94 mutants were as sensitive to UV irradiation as
the rad94 mutant alone, while both the 174 rad74 rad94 and the
notd4 rad74 rad94 strains were significantly more sensitive to UV
than the corresponding double mutants. In the TC-NER deficient
1pb94 strains, a synergistic effect with 7ad94 was observed
independently of the rad74 mutation. Consequently, the enhanced
UV sensitivity of mutants of the PAF and Ccr4-Not complexes in the
absence of GG-NER is not due to Rad9-dependent checkpoint
activation failure.

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org 8

Thus, because UV sensitivity in the absence of GG-NER is a
phenotype mostly associated with TC-NER deficiencies, we tested
whether PAF and Ccr4-Not are required for proficient TC-NER
by monitoring the repair rates on the transcribed (I'S) and non-
transcribed (N'TS) strands of the constitutively expressed RPB2
gene. Molecular analysis of strand-specific removal of UV
photoproducts was performed in 7474 and not54 cells. Wild-type
and TC-NER-deficient #ho24 [14] strains were used as controls.
Repair at various time points after UV irradiation was determined
in a 4.4-kb RPB?2 restriction fragment by T4 endonuclease V (T4
endoV) digestion -resulting in ssDNA cleavage at CPD sites-
followed by alkaline electrophoresis and indirect end-labeling with
strand-specific probes (Figure 8). Non-irradiated and DNA not
treated with T4 endoV show the intact restriction fragment.
Repair of CPDs is visualized by a time-dependent increase of the
T4 endoV-resistant fraction of restriction fragments. In 7474 and
not54 cells, repair of the T'S was significantly reduced compared to
wild-type level. As observed by UV sensitivity assays in the absence
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Figure 7. The increased UV sensitivity of PAF and Ccr4-Not mutants in the absence of global genome repair is not due to
checkpoint activation failure. (A) UV sensitivity curves of strains carrying single and double combinations of the rad9 or bre1, and rad7 mutations.
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are shown.
doi:10.1371/journal.pgen.1000364.g007

of GG-NER (Figure 6), not54 cells were more strongly affected in
TS repair than 74f14 cells. The repair deficiencies of these PAF and
Ccr4-Not mutants were comparable to those of the TC-NER-
deficient #h024 and rad264 strains. In the N'TS, in contrast to the
GG-NER-deficient rad74 strain, the repair levels of 7474 and
notd54 were similar to wild-type and #ho24 cells, indicating that
GG-NER is not significantly affected in 7474 and not54 cells.

A number of factors have been implicated in the repair of DNA
lesions encountered by the RNAPII in eukaryotes, but our
knowledge on the mechanisms of TC-NER is scarce. Since
proteasome-mediated degradation of UV damage-stalled RNAPII
complexes is believed to be alternatively required for DNA repair,
we tested whether the effect of PAF and Ccr4-Not effect on TC-
NER was dependent on RNAPII degradation. For this, we
performed an epistatic analysis of the PAF mutant 7/1/4 with both
the def14 and the 7pb94 mutants, which are deficient in RNAPII
degradation in response to UV in yeast [16,19]. As can be seen in
Figure 9, a synergistic enhancement of the UV sensitivity was
observed in both cases, the 7f1/4 def1 A and the 1fi14 1pb9A mutants
being more sensitive to UV than the corresponding single mutants.
Similarly, the 1fi/A4 defiA rad74 and the 1filA 1pb94 rad74 triple
mutants were more sensitive to UV irradiation than the
corresponding double mutants. These results suggest that the
TC-NER phenotype of PAF mutants is not due to an alteration of
the Defl- or Rpb9-mediated degradation of UV damage-stalled
RNAPIL

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

Taken together, our results place the PAF and the Ccr4-Notb
complexes as new factors needed for efficient TC-NER.

Discussion

Genome-wide analyses of the genes conferring resistance to
MPA and 4-NQO allowed us to identify new putative candidates
of genes involved in transcription elongation and TC-NER.
Deletion of some subunits of the SAGA and Ccr4-Not complexes
as well as Bur2 show defects in transcription elongation in all the
tested assays, while deletion of the Brel and Fun12 proteins as well
as some subunits of the Mediator complex show defects in
transcription elongation as measured by MPA sensitivity, GLAM-
ratios and @ wvitro transcription assay, but not by RNAPII
occupancy. Notably, we provide genetic and molecular evidence
that PAF and Ccr4-Not are required for efficient TC-NER in
yeast. Sensitivity analysis of viable deletion mutants showed that
the 4-NQO sensitive mutants were enriched in DNA repair genes,
while the MPA sensitive mutants were enriched in both DNA
repair and transcription genes, in agreement with the known effect
of MPA on transcription elongation and 4-NQO on DNA repair.
Out of the 25 mutations conferring sensitivity to both compounds,
13 correspond to genes involved in RNAPII transcription and
mRNP biogenesis (see Figure 1). Interestingly, the large majority
(10) of these mutants shows either TC-NER defects or increased
UV sensitivity in the absence of GG-NER (this study; [11,14]).
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Figure 8. Transcription coupled repair is impaired in PAF and Ccr4-Not deficient cells. (A) Southern blot analysis showing repair of a 4.4
kb (Nsil/Pvul) RPB2 fragment in tho2, rft1, not5, and wt cells. Initial damage was on the average 0.310.07 CPD/Kb in the transcribed strand (TS, left)
and 0.26+0.06 CPD/Kb in the non-transcribed strand (NTS, right). The remaining intact restriction fragment after treatment of damaged DNA with
T4endoV (+UV, +T4endoV) corresponds to the fraction of undamaged DNA. Non-irradiated DNA (—UV) and DNA not treated with T4endoV
(—T4endoV) were used as controls. (B) Graphical representation of the repair analysis. The CPD content was calculated using the Poisson expression,
—In (RF,/RFy,), where RF, and RF}, represent the intact restriction fragment signal intensities of the T4endoV- and mock-treated DNA, respectively.
Repair curves were calculated as the fraction of CPDs removed vs. repair time. Average values derived from two independent experiments are
plotted. Repair curves of rad26 and rad7 (data taken from [14]) are depicted for the TS and the NTS, respectively (dash lines).

doi:10.1371/journal.pgen.1000364.9008

Previously Characterized Transcription-Initiation Factors
with an Effect in Transcription Elongation

After identifying a number of mutants with impairment in the
expression of long genes (see Figure 2), we showed that WCEs
depleted of representative subunits of the SAGA, Mediator and
Ccr4-Not complexes, as well as of the Brel, Bur2, and Funl2
proteins, were impaired in transcription elongation (see Figure 3).
In addition, RNAPII elongation defects were observed by ChIP
analysis for mutants of the SAGA, Ccr4-Not, Bur2, and, in a
different manner, Medl5 (see Figure 4). Therefore, these factors
seem to have a putative role in transcription elongation in addition
to their previously reported roles in either transcription initiation
or other gene-expression processes. Although further molecular
and biochemical analyses are required to understand how these
mutations affect transcription elongation, our knowledge of the
function of these proteins, as discussed below, may provide insight
into explaining some of these effects.
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SAGA is a 1.8 MDa complex identified as a factor promoting
transcription activation through histones H3 and H2B acetylation
by its HAT domain [25,39]. One of SAGA’s functions consists of
the deubiquitylation of histone H2B by its Upb8/Sgfl1 module
[40]. Interestingly, Gend, which belongs to the HAT catalytic
core, 1s recruited to actively transcribed genes in a RNAPII CTD-
phosphorylation-dependent manner and promote transcription of
a long ORF [41], indicating that SAGA’s role is not confined to
transcription initiation. Our i vivo gene expression analyses of
different SAGA-subunit mutants are consistent with a putative
defect in transcription elongation. Importantly, the i wvitro
transcription-elongation assay showed that spt204 extracts, in
which the SAGA complex is disrupted, leads to significant
elongation defects. Furthermore, RNAPII elongation defects were
observed in spt204 cells by ChIP analysis of RNAPII. However,
neither the upb8 nor the sgf7 / mutants were significantly affected in
our assays, suggesting that the H2B de-ubiquitylation module of
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Figure 9. Synergistic increase of UV sensitivity phenotypes in rft7 defl and rft1 rpb9 double mutants. UV sensitivity curves of strains
carrying single, double, and triple combinations of the rft1, def1, and rad7 mutations (left) or the rtf1, rpb9, and rad7 mutations (right). Average values
and standard deviations from at least 3 independent experiments are shown.

doi:10.1371/journal.pgen.1000364.9g009

SAGA might be dispensable for transcription elongation. Our
result portends that SAGA’s effect in transcription elongation
might not only rely on histone modifications, since the template
used in the in vitro assay is devoid of histones, although the use of
crude extracts does not exclude that some histone deposition
occurs spontaneously on the template during the reaction.

Among the analyzed Mediator mutants, some were affected in
expression of long genes while others were not. Notably, the
affected mutants correspond to subunits of the tail (Med2 and
Med15) or head (Med18, Med19, and Med20) domains [42]. The
fact that the tested med/5A mutant is impaired in transcription
elongation i vitro and the observation that RNAPII accumulates
toward the 3'-end of the analyzed gene in med154 cells supports
the idea that Mediator influences transcription elongation in a
different manner to other factors previously reported. A possible
explanation might be that its effect on elongation arises from a
stalling of RNAPIIs at the 3’-end of the gene. The putative
involvement of Mediator in elongation is further substantiated by
the recent findings that it binds to chromatin throughout the ORF
of active genes [43]. Interestingly, while other Mediator null
mutants showed no effect in our in viwo gene expression assay,
deletion of the Srbll subunit of the associated cyclin-dependent
Ser/Thr protein kinase complex CDKS8 or Med13, to which this
domain is attached, appeared to increase the efficiency of
expression, in agreement with the involvement of CDKS8 in the
negative regulation of gene expression [42,44].

Although transcription regulation by Ccr4-Not mostly occurs
during the initiation stage, it seems likely that this complex control
gene expression at several levels, including regulation of
transcription initiation, mRNA deadenylation and degradation,
and protein turnover [45—47]. Genetic interactions suggested that
Cicr4-Not could also be involved in transcriptional elongation [27].
Our data support an involvement of Ccr4-Not in transcription
elongation, as suggested by the deficiency of long gene expression
conferred by most viable deletions (the exception is not3).
Importantly, we show that not5 cells are impaired in transcription
elongation ¢ vitro and show RNAPII elongation defects  vivo, as
determined by ChIP analysis.

Ubiquitylation of histone H2B by Rad6-Brel is associated with
active transcription [48] and is required for subsequent COM-
PASS-mediated methylation of histone H3 [49]. Both chromatin
modifications are controlled by PAF and the Burl-Bur2 cyclin-
dependent protein kinase, which associate with the elongating
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RNAPIT [50,51]. Interestingly, H2B ubiquitylation has been
recently shown to be required for efficient reassembly of
nucleosomes during transcription elongation [52]. Mutants of
the Rad6-Brel ubiquitylation complex show a significant reduc-
tion in the expression of long ORFs i vivo and deletion of BRE]
leads to elongation defects i vitro, suggesting that this complex has
a role in transcription elongation. However, no significant
alterations of RNAPII occupancy on a transcribed gene were
observed by ChIP. Similar findings were obtained in bur2 mutants,
although in this case ChIP analyses also showed an RNAPII
distribution consistent with an @ viwo transcription elongation
defect, alluding that the Burl-Bur2 complex might also be
involved in transcription elongation. These findings are in
agreement with the previous report that Burl and Bur2 are both
recruited to transcription elongation complexes [26].

Finally, the Funl2 translation initiation factor also affects
transcription elongation in all assays but RNAPII occupancy
measurement, although we show that this is not a general feature
of translation initiation factors. Further studies would be required
to better understand the function of Funl2 and how this might
influence transcription elongation. In this sense, it is worth
noticing that mutants showing elongation deficiencies in the i vitro
transcription elongation assay but not in RNAPII ChIP assays
have been reported previously, as it is the case of PAF complex
mutants [31,53]. It is likely that the interconnection of transcrip-
tion with other nuclear processes like RNA processing and export
may be responsible for a different behavior of particular mutations
in vitro and n vive. Further development of novel transcription
elongation assays may be required to solve such cases. In any case,
the putative implication of a number of known transcription-
mitiation factors and other factors in transcription elongation
opens new perspectives about the function of these proteins in
transcription that demand further studies.

Novel Role for the PAF and Ccr4-Not Complexes in TC-
NER

Among all factors analyzed, a striking observation of this study
is that two known transcription factors, PAF and Ccr4-Not, have a
novel role in TC-NER. Although evidence for a direct
involvement of these complexes in TC-NER, as any other
previously reported, would require the development of a TC-
NER i vitro assay, the fact that PAF and Ccr4-Not work during
transcription elongation makes it plausible that both complexes
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affect TC-NER directly. The PAF complex is present at promoters
and coding regions of all active genes tested and has been involved
in transcription initiation and elongation, as well as in the 3'-end
formation of polyadenylated and nonpolyadenylated RNAPII
transcripts [49,54-56]. It is required for association of the H2B
monoubiquitylating enzyme Brel-Rad6 with hyperphosphory-
lated RNAPII and therefore for H2B monoubiquitylation [48,57],
as well as for Setl and Set2 recruitment and therewith for correct
H3-K4 and H3-K36 methylation [50]. PAF also functions in the
regulation of histone acetylation [58]. An involvement of histone
modifications in the repair of UV damages by NER was found
only for monoubiquitylation at H3-K79 [59] and for H3 and H4
histone acetylation [60,61]. Interestingly, residues in both the N-
and C-terminal tail of H2A have been recently found important
for UV survival [62]. Since PAF’s role in transcription elongation
is not confined to the regulation of histone modifications [53,63],
and that brel/A4 cells were not sensitive to UV irradiation in the
absence of GG-NER (see Figure 7), it remains to be determined
whether the TC-NER phenotype of PAF mutants relies on some
alteration of histone modifications.

In addition to genetic interactions (synthetic lethality) between the
PAF and Ccr4-Not complexes [64], a functional interplay was
inferred from the observation that both PAF and Ccr4-Not mutants
give rise to HU-sensitivity and a deregulation of RNR gene
transcription [36,65,66]. In addition, both the PAF and the Ccr4-
Not complexes have been previously linked to the DNA damage
checkpoint pathway. The PAF complex is responsible for the
recruitment of the Brel-Rad6 ubiquitylation complex to transcribed
genes [48] and H2B ubiquitylation by the Brel-Rad6 complex has
been shown to be necessary for the activation of the DNA damage
checkpoint [34]. The Ccr4-Not complex has been shown to promote
cell cycle transition from G1 to S phase after ionizing radiation [35]
and its deadenylase subunits Ccr4 and Catl were shown to influence
Crtl abundance via mRINA poly(A) tail length regulation, which in
turn regulates the expression of a number of DNA-damage inducible
genes. Furthermore, Ccr4 and Cafl show complex genetic
interactions with a number of DNA damage checkpoint genes in
response to HU and MMS [37]. More recently, Ccr4 was reported
to modulate the timing of gene expression of G1-phase cyclins [67],
which are key regulators of the G1-S checkpoint.

Thus, the TC-NER deficiencies of mutants of the PAF and
Ccr4-Not complexes could rely on some failure in the activation of
the DNA damage checkpoint response. UV survival analysis of
rad94 cells revealed that a functional DNA damage checkpoint
response is important for viability upon UV irradiation both in
repair proficient and in GG-NER deficient cells (see Figure 7).
Our epistatic analysis of UV survival in double and triple
combinations of rad94 with the rif14, not54, or 1pb94 mutations
indicate that removal of the Rpb9 TC-NER factor as well as Rtf]
and Not) increase the sensitivity of rad94 rad74 double mutants,
suggesting that the enhanced UV sensitivity of mutants of the PAF
and Ccr4-Not complexes in the absence of GG-NER is not due to
Rad9-dependent checkpoint activation failure. These findings are
in agreement with the observation that PAF and Ccr4-Not
mutants are impaired in the repair of UV lesions exclusively on the
transcribed strand of an active gene (see Figure 8), while 7ad94 has
been previously reported to alter the repair efficiency of both the
transcribed and the non-transcribed strands [68].

Interestingly, despite Brel-Rad6 being required for Rad9-
dependent DNA damage checkpoint activation [34] and 7ad9 cells
being sensitive to UV independently of GG-NER, bre/ mutants
were not sensitive to UV, not even in the absence of GG-NER.
Thus, the Rad9 protein has functions in DNA damage checkpoint
that are not dependent on the Brel-Rad6 complex.
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Recently, subunits of the Ccr4-Not complex were shown to be
required for tri-methylation of H3K4 and PAF recruitment in a
Burl/Bur2-independent manner [69]. Notably, Ccr4 and Cafl,
the two major yeast deadenylases [70], did not share this
phenotype, suggesting a functional distinction between the
cytoplasmic deadenylase activity of the Ccr4-Cafl module and
the nuclear function of the Not proteins of the Cicr4-Not complex.
However, CCR4 shows similar genetic interactions (synthetic
lethality) with BURI and BURZ as well as 6-AU sensitivity as
NOT?2 and NOT4 mutants do [27,69]. Our analysis of UV survival
in the absence of GG-NER in viable Ccr4-Not mutants indicates
that caf7 and ccr4 share the TC-NER phenotype of not mutants (see
Figure 6). Furthermore, deletion of BURZ did not lead to increased
UV sensitivity in the absence of GG-NER (see Figure 5),
suggesting that the TC-NER deficiencies of Ccr4-Not mutants
are not a consequence of misrecruitment of the PAF complex.

Is There a Link between Transcription Elongation
Efficiency and TC-NER?

The finding that both the PAF and Ccr4-Not complexes lead to
mmpaired TC-NER could suggest that transcription might be
altered in a similar way in these mutants, this alteration being the
cause for the inefficient TC-NER. Strikingly, all factors known to
be required for TC-NER are also somehow involved in
transcription elongation. Although original studies suggested that
RAD26, the CSB yeast homolog, might be a transcription-repair
coupling factor by analogy to the bacterial TRCF, this idea has not
been validated. Instead, several studies have opened the possibility
that Rad26/CSB might have a role in transcription elongation in
the absence of DNA damage [71,72]. Mutants of the Rpb9 and
Rpb4 RNAPII subunits, which both have an effect on transcrip-
tion elongation, confer TC-NER phenotypes [11,12]. Mutants of
the THO/TREX and Thpl-Sac3 complexes, which show
impairment in transcription elongation, also lead to TC-NER
deficiencies [14].

In light of these observations, it is conceivable that proficient
transcription elongation might be a pre-requisite for efficient TC-
NER. However, transcription-elongation mutants like spt¢ do not
show defects in TC-NER [73]. On the contrary, spt4 suppresses
the TC-NER defects of 7ad26, indicating that reduced RNAPII
elongation can even act positively on TC-NER. Another example
arising from our study is bur2, which shows poor expression of long
genes in vivo and has a general role in transcription elongation [49)]
but no increase in UV sensitivity in the absence of GG-NER.
Thus, it appears that the TC-NER phenotype is not directly linked
to elongation efficiency. Furthermore, analysis of TC-NER in a
TFIE mutant in which transcription is significantly reduced
demonstrated that TC-NER occurs even at low levels of RNAPII
transcription [74].

Another possibility is that the signaling of damage-stalled
RNAPII to the repair factors might occur via post-translational
modification of the RNAPII, such as ubiquitylation or CTD
phosphorylation; and that this signaling might be affected in
mutants leading to TC-NER phenotypes. The assumption that
CTD phosphorylation might be important for TC-NER is
supported by the finding that AIN28 mutants —the TFIIH subunit
with CTD kinase activity- are affected in TC-NER [75]. Along
this line, we have proposed the existence of feedback mechanism
acting on the RNAPII holoenzyme in response to mRNP
biogenesis and export deficiencies associated with THO/TREX
and Thpl-Sac3 mutations [14]. As a result of this feedback
mechanism, the elongating RNAPII would no longer be proficient
for TC-NER. Noteworthy, both the PAF and Ccr4-Not complexes
have functions in mRNA 3'-end processing [54-56,76,77], which
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might lead to a feed-back mechanism on the elongating RNAPII
as proposed for THO and Thpl-Sac3 mutants.

Interestingly, bacterial TRCF has the ability to promote
elongation of backtracked polymerases, resulting in polymerase
release in case elongation cannot take place, as is the case at sites of
UV lesions [78]. By analogy, it is conceivable that PAF and Ccr4-
Not, and perhaps THO and Thpl-Sac3 complexes, might also be
capable of such anti-backtracking activity. Finally, RNAPII is
subject to ubiquitylation and proteasome-mediated degradation in
response to UV-generated DNA damage [4]. Degradation of
damage-stalled RINAPII complexes is believed to be alternatively
required for DNA repair and depends on the Defl and the Rpb9
proteins in yeast [16,19]. Our epistatic analysis of the PAF mutant
1ft] and the defl and 7pb9 mutants (see Figure 9) suggest that PAF is
not acting in the degradation of stalled RNAPII upon UV
irradiation. Further studies will be required to understand how
PAF and Ccr4-Not controls TC-NER.

In conclusion, our study open new perspectives to understand
TC-NER by providing evidence for TC-NER being a process
intimately linked to transcription elongation, a number of specific
transcription factors having a dual role in transcription and TC-
NER.

Materials and Methods

Strains and Plasmids

All strains used were purchased from Euroscarf and are isogenic
to BY4741. The rad74::URA3 strains were obtained by direct
replacement of the RAD7 gene. The rtfiA::KAN rad94::KAN and
tftl A::KAN 1pb9A::KAN strains were obtained by genetic crosses.
The not5A::KAN rad94::HYGR strains were obtained by direct
replacement of the RADY gene. The rpb94::HISS rad9A::KAN
strains were obtained by direct replacement of the RPBY gene. The
def1A::HYGR strains were obtained by replacement of the DEFI
gene in 7/l A::KAN rad74::URA3 diploids and subsequent tetrad
dissection. Plasmids pCYC1-402 [30] and pCM184-LAUR [32]
were described previously.

Expression Profiling Experiments

Yeast cells were grown at 28°C in 10 ml YPD medium to an
ODggp of 0.6. The appropriate compounds were added to reach a
final concentration of 75 ng/ml (4-NQO) or 50 pug/ml (MPA).
Cell harvesting, purification of total RNA and transcriptional
profiling were performed using DNA microarrays containing
PCR-amplified fragments of . cerevisiae ORFs as previously
described [79]. For each condition assayed three independent
experiments were performed and dye-swapping was carried out in
each case. Data were combined and the mean calculated yielding
2374 genes significant for statistical analysis. Induction or
repression was considered significant when the mean of the ratios
was at least 2-fold above or below mock treated cells.

High-Throughput Screen for MPA and 4-NQO Sensitivity
The screenings of the complete collection of yeast haploid
mutant strains were performed as described [80], using MPA

(25 ug/ml), or 4-NQO (150 ng/ml).

In Vivo Gene Expression Analysis

An indirect measurement of Gene Length Accumulation of
mRNA, GLAM ratios were determined by measuring acid
phosphatase of plasmid gene expression constructs sharing the
same ‘‘short” transcription unit (GALIpr::PHO)), but differing in
the 3'"UTR of the “long” one (GALIpr::PHOS-lac and GALIpr::
PHO5-LAC) as described [24].
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In Vitro Transcription Elongation Assay

Yeast cells were grown in rich YEPD medium at 30°C to an
ODgoo of 1 and WCEs were prepared as described [30]. Each i
vitro transcription reaction was performed with 100 mg WCEs and
100 ng of purified Gal4-VP16, using as template the pCYC1-402
plasmid containing the two G-less cassette used to assay
transcription elongation.

ChIP Assay

Yeast cells harboring pCM184-LAUR were grown in synthetic
complete medium (SC) medium at 30°C to an ODgg of 0.5.
Samples were taken and ChIP assay were performed as described
previously [81]. Primer sequences are available upon request.

UV Survival Curves and Drop Assays

UV survival curves were performed as described [14]. UV
irradiation was performed using germicidal lamps (Philips TUV
15 W) and a UVX radiometer (UVP) for the curves shown in
Figure 6, and in a BS03 UV irradiation chamber and UV-Mat
dosimeter (Dr. Grébel UV-Elektronik GmbH) for the curves
shown in Figures 7 and 9. For the drop assays, yeast cells were
grown in YPD-rich medium to an ODgq of 0.7. Serial dilutions
(100-, 500-, 1000-, 5000-, and 10000-fold) were dropped on
YPAD plates, irradiated with 15 J/ m? UV light, and incubated in
the dark at 30°C for 3 days.

Gene- and Strand-Specific Repair Assays

Irradiation and repair at the RPB2 gene, mapping of CPDs, and
analysis and quantification of membranes were carried out as
described [14].

Supporting Information

Figure S1 Correlation between PHOS-lacZ/PHOS5 and PHO5-
LAC4/PHO) gene expression ratios (Pearson coefficient of 0.75).
Values plotted are those shown in Table S4.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000364.s001 (0.45 MB EPS)

Table S1 Analysis of genes whose expression is affected by 4-
NQO and MPA. Expression of a total of 2374 genes was
determined by microarray analysis after treating wild-type cells
with either 75 ng/ml of 4-NQO or 50 pg/ml of MPA for 30 min
each. The genes showing mRNA levels that were at least 2-fold
above or below mock treated cells for each treatment are listed.
The complete microarray data are available at http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/ under the access number GSE11561.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000364.s002 (0.06 MB
PDF)

Table 82 Analysis of mutant strains leading to 4-NQO
sensitivity. Growth was monitored after 48, 72, and 120 hours in
4-NQO-containing media (150 ng/ml) and the sensitive strains
classified into three groups. Group A contains 189 strains whose
sensitivity to 4-NQO is observed from early on (48 h) and is
maintained over the course of the experiment (up to 120 h for
group Al, and up to 72 h for group A2), group B contains 315
strains whose sensitivity was observed only at early time points
(48 h), and group C contains 100 slow-growing strains which
showed 4-NQO sensitivity only at later time points (from 72 h on
and up to 120 h). The strains of group B were not considered as
significantly inhibited by 4-NQO and excluded from further
analyses. Values between 60% and 80% and above 80% inhibition
are highlighted (orange and red, respectively).

Found at: do1:10.1371/journal.pgen.1000364.s003 (0.07 MB PDF)
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Table S3 Genetic analysis of sensitivity to DNA-damaging
agents. Thirty 4-NQO-sensitive strains of group A that encom-
passed mutations of the SAGA, PAF, CDKs, and Mediator
complexes as well as proteins involved in RNAPII transcription,
mRNA processing and degradation, chromatin remodeling, DNA-
damage response, and translation initiation were analyzed for drug
sensitivity. The indicated strains were spotted as 10-fold serial
dilutions on complete minimal medium (SC) and minimal medium
containing 0.1 pg/ml 4-nitroquinoline-N-oxide (4-NQO), 0,015%
methyl methane sulfonate (MMS), or 0.1 nM menadione (Mnd).
UV sensitivity (UV) was assessed following irradiation with 70 J/
m?. Plates were grown for 3 days at 30°C or 37°C and cell viability
for each condition was scored as + for growth as wild-type, as +/—
for moderate growth defects, and as - for severe growth defects.
Most of the UV sensitive strains were also sensitive to 4-NQO,
consistent with the fact that the bulky adduct produced by 4-NQO
get repaired by NER (exceptions are ctk2, spt5, bdf1, Ism1, npl6, and
JpsI). However, 9 of the 4-NQO sensitive strains were not sensitive
to UV (spt20, bur2, med2, med16, med20, hprl, sptd, 1pb9, and swib),
indicating that 4-NQO is more than a ‘UV-mimetic’ agent. Those
strains appeared mainly sensitive to Mnd, reflecting their
deficiencies in the presence of oxidative damage. Comparison of
strain sensitivity to 4-NQO, MMS, Mnd, and heat stress did not
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lead to significant clustering of cross-resistance, indicating that
each drug leads to its own response, as observed previously for 15
DNA-damaging agents including MMS and 4-NQO [21,82].

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000364.s004 (0.09 MB
DOC)
Table S4 Analysis of mutant strains leading to MPA sensitivity.

Growth was monitored after 72 hours in MPA-containing media
(25 pug/ml). Strains showing at least 50% growth inhibition are
listed together with their GLAM-ratios. Values above 60%
inhibition and ratios below 0.5 are highlighted in red. n.d., not
determined.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000364.s005 (0.03 MB PDF)
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Material Adicional

Supporting Information:

Figure S1. (http://www.plosgenetics.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/

10.1371/journal.pgen.1000364.s001)

Correlation between PHOS5-lacZ/PHO5 and PHO5-LAC4/PHO5 gene expression ratios
(Pearson coefficient of 0.75). Values plotted are those shown in Table S4.

Table S1. (http://www.plosgenetics.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi
10.1371/journal.pgen.1000364.s002)

Analysis of genes whose expression is affected by 4-NQO and MPA. Expression of a total
of 2374 genes was determined by microarray analysis after treating wild-type cells with either
75 ng/ml of 4-NQO or 50 pg/ml of MPA for 30 min each. The genes showing mRNA levels that
were at least 2-fold above or below mock treated cells for each treatment are listed. The

complete microarray data are available at http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/ under the access
number GSE11561.

Table S2. (http://www.plosgenetics.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/
10.1371/journal.pgen.1000364.s003)

Analysis of mutant strains leading to 4-NQO sensitivity. Growth was monitored after 48,
72, and 120 hours in 4-NQO-containing media (150 ng/ml) and the sensitive strains classified
into three groups. Group A contains 189 strains whose sensitivity to 4-NQO is observed from
early on (48 h) and is maintained over the course of the experiment (up to 120 h for group A1,
and up to 72 h for group A2), group B contains 315 strains whose sensitivity was observed only
at early time points (48 h), and group C contains 100 slow-growing strains which showed 4-
NQO sensitivity only at later time points (from 72 h on and up to 120 h). The strains of group B
were not considered as significantly inhibited by 4-NQO and excluded from further analyses.
Values between 60% and 80% and above 80% inhibition are highlighted (orange and red,
respectively).

Table S3. (http://www.plosgenetics.org/article/fetchSingleRepresentation.action?urizinfo:doi/

10.1371/journal.pgen.1000364.s004)

Genetic analysis of sensitivity to DNA-damaging agents. Thirty 4-NQO-sensitive strains of
group A that encompassed mutations of the SAGA, PAF, CDKs, and Mediator complexes as well
as proteins involved in RNAPII transcription, mRNA processing and degradation, chromatin
remodeling, DNA-damage response, and translation initiation were analyzed for drug
sensitivity. The indicated strains were spotted as 10-fold serial dilutions on complete minimal
medium (SC) and minimal medium containing 0.1 pg/ml 4-nitroquinoline-N-oxide (4-NQO),
0,015% methyl methane sulfonate (MMS), or 0.1 nM menadione (Mnd). UV sensitivity (UV)
was assessed following irradiation with 70 J/m2. Plates were grown for 3 days at 30°C or 37°C
and cell viability for each condition was scored as + for growth as wild-type, as +/- for
moderate growth defects, and as - for severe growth defects. Most of the UV sensitive strains
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were also sensitive to 4-NQO, consistent with the fact that the bulky adduct produced by 4-
NQO get repaired by NER (exceptions are ctk2, spt5, bdfl, Ism1, npl6, and fps1). However, 9 of
the 4-NQO sensitive strains were not sensitive to UV (spt20, bur2, med2, med16, med20, hprl,
spt4, rpb9, and swi6), indicating that 4-NQO is more than a ‘UV-mimetic’ agent. Those strains
appeared mainly sensitive to Mnd, reflecting their deficiencies in the presence of oxidative
damage. Comparison of strain sensitivity to 4-NQO, MMS, Mnd, and heat stress did not lead to
significant clustering of cross-resistance, indicating that each drug leads to its own response, as
observed previously for 15 DNA-damaging agents including MMS and 4-NQO [21],[82].

Table S4. (http://www.plosgenetics.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/
10.1371/journal.pgen.1000364.s005)

Analysis of mutant strains leading to MPA sensitivity. Growth was monitored after 72
hours in MPA-containing media (25 pg/ml). Strains showing at least 50% growth inhibition are
listed together with their GLAM-ratios. Values above 60% inhibition and ratios below 0.5 are
highlighted in red. n.d., not determined.
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Supplementary Table S1

MPA: 4-NQO:
fold fold
ORF Name expression ORF Name expression
change change
YML128C MSC1 11,9 YJR073C OPI3 1,7
YFLO14W HSP12 6,8 YLR178C TFS1 6,4
YKLO35W UGP1 6,9 YLR109W AHP1 5,3
YNLO55C POR1 7 YHR087W 4,5
YGR248W SOL4 7 YFLO14W HSP12 4,2
YLR134W PDC5 5,8 YCLO40W GLK1 4,1
YKR042W UTH1 6,8 YMR250W GAD1 4
YHR019C DEDS81 7,5 YMLO28W TSA1 3,9
YARO73W IMD1 12,6 YML131W 3,9
YKLO81W TEF4 5,9 YBL064C PRX1 3,7
YCLO40W GLK1 5 YMR105C PGM2 3,6
YLLO26W  HSP104 5,8 YDR154C 3,6
YGL008C PMA1 54 YJR104C SOD1 3,5
YMR096W SNZ1 7,3 YLR158C  ASP3-3 3,5
YGL215W CLG1 7,9 YLR438W CAR2 34
YPR028W YOP1 5,8 YOL053C-A 34
YLL028W TPO1 3,8 YNL200C 34
YMR303C ADH2 3,7 YER026C CHO1 3.1
YLR432W IMD3 8,3 YHL021C FMP12 3.1
YPR149W  NCE102 4,5 YHR137W ARO9 3.1
YHR216W IMD2 8,3 YIR038C GTT1 3.1
YGL245W 3,9 YDR155C CPR1 3
YNLO003C PET8 3,6 YPR184W GDB1 3
YMR046C 4,4 YJL151C SNA3 3
YBR214W  SDS24 4,6 YJRO74W MOG1 2,9
YJR121W ATP2 4 YMR090W 2,9
YHLO15W RPS20 9,7 YML117W-A 2,9
YAR010C 4,9 YMR251W-A  HOR7? 2,9
YOL041C NOP12 5 YHR033W 2,9
YLR356W 3.1 YGR209C TRX2 2,9
YKL152C GPM1 3.1 YDR360W 2,9
YAL005C SSA1 5,5 YMR041C 2,9
YERO81W SER3 4,7 YBR126C TPS1 2,8
YGL037C PNC1 6,1 YNL208W 2,7
YBL045C COR1 3,3 YNL274C 2,7
YNL160W YGP1 3,9 YLR356W 2,6
YBR286W APE3 4,7 YPL154C PEP4 2,6
YMLO40W 3 YOL134C 2,6
YMLO45W 3,3 YLR160C  ASP3-4 2,5
YHR008C SOD2 4 YBR173C UMP1 2,5
YIR034C LYS1 4 YBR052C 2,5
YDR033W MRH1 5,2 YJLO26W RNR2 2,4
YMR105C PGM2 3,8 YNLO003C PET8 2,4
YBR263W SHM1 3,8 YJL217W 2,4
YBRO11C IPP1 3,9 YER150W SPI1 2,4
YHRO11W DIA4 3 YALO12W CYS3 2,4
YOR120W GCY1 3,5 YOL147C PEX11 2,4
YMR203W  TOM40 3,3 YMR276W DSK2 2,4
YMR251W-A  HOR7? 2,9 YLR259C HSP60 2,4
YMRO051C 3,7 YGLO77C HNM1 2,3
YJR026W 3,8 YOR020C HSP10 2,3
YBR234C  ARC40 3,5 YOL110W SHR5 2,3
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YNLO36W
YIR038C
YGR279C
YLLO18C
YMR173W
YMR116C
YKR066C
YNL134C
YOR161C
YKLO19W
YMLO70W
YKLO85W
YGL123W
YOR230W
YGRO55W
YLLO45C
YER178W
YML085C
YJR139C
YBLO99W
YOL129W
YDLO04W
YELO11W
YER062C
YBRO74W
YFRO053C
YML004C
YGR149W
YEROO9W
YGL185C
YGLO026C
YJL138C
YDR388W
YLR058C
YBRO78W
YJR028W
YDLO46W
YJLO26W
YMRO099C
YDR368W
YER138C
YML110C
YNL274C
YBR196C
YPL106C
YPL135W
YBR162C
YPR063C
YDR440W
YLLO44W
YBR221C
YGLO11C
YDL204W
YMLO58W
YNLO71W
YHL021C
YMLO12W
YHR190W

NCE103
GTT1
SCwW4
DPS1

DDR48
ASCA1
CCP1

RAM2
DAK1
MDH1
RPS2
WTM1
MUP1
RPL8B
PDA1
TUBA1
HOM®6
ATP1
VPS68
ATP16
GLC3
HOR2

HXK1
GLO1

NTF2

TRPS
TIF2
RVS167
SHM2
ECM33

NPC2
RNR2

YPR1

COQ5

PGI1
SSE1
ISU1
TOS1

DOT1

PDB1
SCL1
RTN2
SML1
LATA1

ERV25
ERG9

4,4
2,5
3,4
2,6
3,3
2,5
3,9

2,8
5,6
29
25
2,8

3,3
3,5
2,8
2,6
4,4
4,4
3,3
2,4
2,3
37
3,2
3,2
3

YMRO96W
YDR178W
YDRS533C
YHR113W
YELO11W
YKL150W
YJLO79C
YOR382W
YGLO12W
YORO004W
YJR085C
YCRO61W
YDRO63W
YELO60C
YBR287W
YALO39C
YDR513W
YCRO044C
YJROO1W
YLR286C
YOR285W
YBR214W
YDLO14W
YGLO37C
YIL112W
YDR134C
YPR183W
YMR316W
YDRO095C
YLR202C
YIL154C
YMR120C
YMRO71C
YLR043C
YCRO067C
YLR391W-A
YMR202W
YMLO78W
YDR171W
YOLO38W
YDR51M1W
YOLO79W
YOL165C
YLR155C
YPR053C
YDR100W
YOR103C
YGL214W
YGR102C
YPR023C
YCRO87W
YPL049C
YHRO77C
YPL240C
YDR232W
YOR359W
YHRO10W
YMR233W
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SNzZ1
SDH4

GLC3
MCR1
PRY1
FIT2
ERG4

PRB1

CYC3
TTR1
PER1
AVT1
CTS1

SDS24
NOP1
PNC1
HOS4

DPM1
DIA1

IMP2'
ADE17
TVP18

TRX1

SED4

ERG2
CPR3
HSP42
PREG6
ACN9

AAD15
ASP3-1

TVP15
0ST2

EAF3

DIG1
NMD2
HSP82
HEM1
VTS1
RPL27A

23
23
23
23
23
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21

NPNNNNDNDNODPNDNDDNNNNDNDNDNDDNDN

Loo0
oo n

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5



Supplementary Table S1

YDLOG6W
YOR221C
YOLO30W
YDR516C
YMR250W
YHR092C
YPL262W
YFR044C
YLLO39C
YMLO48W
YHRO17W
YLR354C
YGR204W
YELO27W
YDRO099W
YDR483W
YHRO71W
YGL202W
YORO065W
YBLO30C
YLLO24C
YDR342C
YBR149W
YMR316W
YOR374W
YDR538W
YGR268C
YKRO59W
YDRO55W
YBR139W
YGL191W
YHR207C
YBRO56W
YPR196W
YBR035C
YLR150W
YBR288C
YOR153W
YJRO27W
YOLO53C-A
YNROO1C
YDL237W
YFLO39C
YER043C
YER102W
YDR345C
YERO90W
YKL100C
YGR106C
YER160C
YHR042W
YDR343C
YDL139C
YMR163C
YPL254W
YKL099C
YERO19W
YDL121C

IDP1
MCT1
GAS5
EMI2
GAD1
HXT4
FUM1

UBl4
GSF2
YSC83
TAL1
ADE3
CUP5
BMH2
KRE2
PCL5
ARO8
CYT1
PET9
SSA2
HXT7
ARA1
DIA1
ALD4
PAD1
HUA1
TIF1
PST1

COX13
SET5

PDX3
STM1
APM3
PDR5

CIT1

ACT1
SAH1
RPS8B
HXT3
TRP2

NCP1
HXT6
SCM3

HFI1
UTP11
ISC1

29
3,1
23
3,1
2,6
23
2,7
25
2,7
23
23
23
29
2,8
3,5
2,8
2,8

25
2,8
3,5
23
25
25
3,3
25
25
2,8
21
25
23
3,3

2,7
24
2,7
29
2,2
53
2,2
2,8
25
2,2
25
29
21

2,4
4,3
21
2,2
21
0,5
0,5
0,5
0,4
0,5

YDL114W
YBR034C HMT1
YOLO59W GPD2
YKL148C SDH1
YBR189W RPS9B
YDR347W MRP1
YOLO70C
YHRO097C
YERO86W ILV1
YMR278W
YGR103W NOP7
YPLOS1W ARL3
YDR174W HMO1
YKLO19W RAM2
YER036C
YBR154C RPB5
YDR277C MTH1
YLR459W CDCO1
YJR145C RPS4A
YBR288C APM3
YGL123W RPS2
YJROO7W SulI2
YBLO72C RPS8A
YDR341C
YHR160C PEX18
YDL161W ENT1
YGL148W ARO2
YDRO33W MRH1
YHRO043C DOG2
YLR256W HAP1
YPLO81W RPS9A
YGR159C NSR1
YMRO83W ADH3
YJL148W RPA34
YCL059C KRR1
YDR245W MNN10
YGRO086C PIL1
YER165W PAB1
YML026C RPS18B
YORO78W BUD21
YNLO16W PUB1
YOLO041C NOP12
YMR236W TAF9
YERO81W SERS3
YLR201C FMP53
YLR300W EXG1
YGRO078C PAC10
YLR196W PWP1
YGR137W
YNLO30W HHF2
YORO047C STD1
YILO74C SER33
YHL0OO3C LAG1
YERO056C-A  RPL34A
YHR042W NCP1
YKL211C TRP3
YLR289W GUF1
YMRO58W FET3
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0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
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YER107C
YOR392W
YPLOS9W
YLR297W
YOR339C
YORO041C
YPL095C
YDR424C
YDR193W
YJRO74W
YOR224C
YKL222C
YCRO013C
YPL192C
YKLOO2W
YPR082C
YPR153W
YDR51MW
YPR200C
YPR123C
YPR017C
YOLO012C
YDRO53W
YER105C
YDR357C
YPR100W
YDR433W
YOR200W
YPR168W
YCLO13W
YDL123W
YHR165C
YOR382W
YOL165C
YCRO046C
YDR100W
YOLO79W
YER137C
YOR286W
YCRX12W
YIL121W
YNL329C
YGLO77C
YHRO021C
YOR103C
YPR193C
YORO055W
YPL200W
YDR366C
YPL163C
YNL170W
YBLOO2W
YHLO25W
YORO012W
YBL083C
YPL225W
YPR188C
YORO052C

GLE2

GRX5

UBC1M1

DYN2

MOG1
RPB8

PRM3
DID4
DIB1

ACN9
ARR2

DSS4
HTZ1

NUP157

MRPL51

NUT2

SNA4
PRP8
FIT2
AAD15
IMG1
TVP15

QDR2
PEX6
HNMH1
RPS27B
0ST2
HPA2

CSM4

SVS1

HTB2
SNF6

MLC2

0,5
0,5
0,5
0,4
0,5
0,3
0,5
0,4
0,4
0,5
0,5
0,5
0,4
0,5
0,5
0,4
0,4
0,4
0,3
0,4
0,4
0,5
0,3
0,5
0,5
0,4
0,5
0,4
0,5
0,4
0,5
0,5
0,4
0,4
0,5
0,5
0,4
0,5
0,5
0,5
0,5
0,4
0,5
0,5
0,3
0,4
0,4
0,3
0,3
0,5
0,5
0,5
0,5
0,4
0,5
0,5
0,5
0,4

YLR332W
YDR518W
YLR339C
YKL185W
YHRO020W
YER055C
YFRO31C-A
YGR285C
YLR330W
YLR150W
YLR143W
YPRO80W
YHRO030C
YPR181C
YDRO046C
YPR010C
YOR145C
YKL176C
YGR034W
YGL181W
YOL148C
YMR194W
YGR268C
YHLOO1W
YDL133W
YBR011C
YILOS3W
YILO78W
YKL180W
YMR121C
YORO051C
YFLOOSW
YDRO091C
YPL219W
YALOO3W
YELO054C
YALOO5C
YDR450W
YKR094C
YBR121C
YDL191W
YDRA447C
YOR168W
YDRO68W
YNL062C
YBLOG68W
YHR182C-A
YMR108W
YNL112W
YGLO009C
YER183C
YDR259C
YDR471W
YBRO048W
YOR096W
YGRO085C
YGR082W
YMLO24W
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MID2
EUG1

ASHA1

HIS1
RPL2A
ZUO1
CHS5
STM1

TEF1
SLT2
SEC23
BAP3
RPA135
PNO1
LST4
RPL26B
GTS1
SPT20
RPL36A
HUA1
RPL14B

IPP1
RHR2
THS1

RPL17A
RPL15B

SEC4
RLI1
PCL8
EFB1
RPL12A
SSA1
RPS18A
RPL40B
GRS1
RPL35A
RPS17B
GLN4
DOS2
GCD10
PRS4

ILV2
DBP2
LEU1
FAU1
YAP6

RPL27B
RPS11B
RPS7A
RPL11B
TOM20
RPS17A

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,4
0,4
0,4
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YGR184C
YPRO0O64W
YOR226C
YDR445C
YPL276W
YBR296C
YPL238C
YELO77C
YDR344C
YGL255W
YDR442W
YPR130C
YDR437W
YOR325W
YBR291C
YPR050C
YDRO60OW
YIR035C
YOR263C
YOL108C
YOR218C
YDRO12W
YDR544C
YOR183W
YDRO73W
YLR186W
YDRO095C
YJR024C
YOR139C
YDR462W
YMR103C
YJR113C
YOR333C
YDRO63W
YOR044W
YLR198C
YDR156W
YNL300W
YOR222W
YDR526C
YOR257W
YORO013W
YPL11MW
YOR169C
YMR308C
YOR252W
YDR224C
YDL125C
YGRO085C
YBLO77W
YFLOO7W
YDR225W
YMR241W
YDL208W
YLR029C
YERO053C
YORO063W
YHRO030C

UBR1

ISU2

FDH2
PHO89

ZRT1

CTP1

MAK21

INO4
RPL4B
FYV12

SNF11
EMG1

MRPL28

RSM7
SWF5

RPA14
OoDC2
CDC31
CAR1
PSE1
HTB1
HNT1
RPL11B
BLM3
HTA1
YHM2
NHP2
RPL15A

RPL3
SLT2

0,5
0,4
0,5
0,5
0,3
0,4
0,3
0,5
0,5
0,4
0,5
0,3
0,4
0,5
0,3
0,3
0,5
0,4
0,3
0,3
0,3
0,5
0,5
0,3
0,5
0,3
0,4
0,4
0,3
0,5
0,5
0,4
0,4
0,4
0,3
0,5
0,4
0,5
0,4
0,3
0,5
0,3
0,5
0,3
0,4
0,3
0,5
0,3
0,4
0,4
0,3
0,3
0,3
0,4
0,3
0,3
0,3
0,4

YNL178W
YGL147C
YBR084C-A
YGLO76C
YOL109W
YPL281C
YLR029C
YDLO75W
YLLO18C
YPLO07C
YMLO42W
YDRO75W
YPLO79W
YMRO046C
YJL200C
YORO063W
YKLO81W
YMR309C
YIL133C
YLR448W
YOL120C
YPR102C
YNLOG7W
YJR026W
YNLO50C
YILO69C
YBR115C
YJR045C
YMR217W
YLR175W
YOR133W
YFLOG3W
YDRO025W
YNLO42W
YPL190C
YML056C
YKRO59W
YNLO69C
YMR153W
YDR367W
YDL184C
YNL104C
YPLO90C
YGR240C
YJL189W
YBLO27W
YILO52C
YNL096C
YMLO73C
YBR092C
YDR382W
YBR191W
YDLO82W
YDR318W
YGR148C
YGR118W
YMR235C
YPRO65W
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RPS3
RPLYA
RPL19A
RPL7A
ZEO1
ERR2
RPL15A
RPL31A
DPS1
TFC8
CAT2
PPH3
RPL21B

RPL3
TEF4
NIP1
RPL16A
RPL6B
RPL18A
RPL11A
RPL9B

RPS24B
LYS2
SSC1
GUA1
CBF5
EFT1

RPS11A
BOP3
NAB3
IMD4
TIF1

RPL16B

NUP53

RPL41A
LEU4
RPS6A
PFK1
RPL39
RPL19B
RPL34B
RPS7B
RPLGA
PHO3
RPP2B
RPL21A
RPL13A
MCM21
RPL24B
RPS23A
RNA1
ROX1

0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
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YPL249C GYP5 0,3 YER102W RPS8B 0,4

YMR121C RPL15B 0,3 YLLO48C YBT1 0,4
YELO33W 0,3 YKLO77W 0,4
YJL129C TRK1 0,3 YMRO051C 0,4

YBLO03C HTA2 0,3 YMR231W PEPS 0,4

YDRO93W DNF2 0,2 YELOS3W-A 0,4
YNL112W DBP2 0,2 YJLO34W KAR2 0,4
YDL171C GLT1 0,2 YMR242C RPL20A 0,4
YBRO31W RPL4A 0,2 YPL160W CDC60 0,4
YGR159C NSR1 0,3 YARO010C 0,4
YNL178W RPS3 0,1 YDR481C PHOS8 0,4
YDL218W 0,4

YOLO097C WRS1 0,4

YLR197W SIK1 0,4

YPL116W HOS3 0,4

YDR234W LYS4 0,4

YGR119C NUP57 0,4

YHR219W 0,4

YELO36C ANP1 0,4

YOR393W ERR1 0,4

YHR135C YCKA1 0,4

YBRO054W YRO2 0,4

YOR351C MEK1 0,4

YGR214W RPSOA 0,4

YNL251C NRD1 0,4

YMLO10W-A 0,4

YDR417C 0,4

YLR249W YEF3 0,4

YGL245W 0,4

YPLO09C 0,4

YJR028W 0,4

YDRS505C PSP1 0,4

YOR312C RPL20B 0,4

YPL106C SSE1 0,4

YOR195W SLK19 0,4

YDR346C SVF1 0,4

YGR094W VAS1 0,4

YJR121W ATP2 0,3

YDL136W RPL35B 0,3

YGL206C CHC1 0,3

YBR181C RPS6B 0,3

YGL103W RPL28 0,3

YHR094C HXT1 0,3

YOR293W  RPS10A 0,3

YDRO023W SES1 0,3

YMLO45W 0,3

YJRO29W 0,3

YMLO40W 0,3

YLRO75W RPL10 0,3

YDL052C SLC1 0,3

YLLO44W 0,3

YLRO48W RPS0B 0,3

YMR142C RPL13B 0,3

YHLO33C RPL8A 0,3

YDR385W EFT2 0,3

YDRO35W ARO3 0,3

YPL131W RPLS 0,3

YPRO033C HTSA 0,3
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YPR145W
YNL223W
YGLO026C
YLLO45C
YNL190W
YPL198W
YER131W
YIL131C
YJL138C
YIL094C
YNLO31C
YOR309C
YHLO15W
YOR335C
YHRO064C
YJRO27W
YCRO53W
YBRO10W
YBR009C
YLR413W
YBLOO2W
YMLO63W
YGR229C
YNL209W
YCL030C
YER138C
YPRO074C
YGLO08C
YER160C
YBLO03C
YGRO69W
YNL230C
YGLO55W
YDR116C
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ASNA1
ATG4
TRPS
RPL8B

RPL7B
RPS26B
FKH1
TIF2
LYS12
HHT2

RPS20
ALA1
SSZ1

THR4
HHT1
HHF1

HTB2
RPS1B
SMI1
SSB2
HIS4

TKLA1
PMA1

HTA2
ELA1

OLE1
MRPL1

0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,1
0,1
0,1



Supplementary Table S2

Group Al:
%INH %INH %INH
ORF Name | 4NQO 48h | 4NQO 72h |4NQO 120h
YLRO32W RADS
YMR201C  RAD14
YNLO73W MSK1
YMR190C SGS1

YHRO51W COX6
YNLO81C SWS2

YPLO22W RAD1
YLR295C ATP14
YLR235C

YJL124C LSM1
YPLO24W NCE4

YERO50C RSM18
YPL194W DDC1

YMR151W YIM2
YMLO96W

YOR231W MKK1
YBR101C FES1
YLR234W TOP3
YDLOOS5C MED2

YLRO38C COX12
YELO37C RAD23
YML129C COX14
YPR124W CTR1
YMR084W

YLR320W MMS22
YML0O95C RAD10

YMR097C MTG1
YELO44W IES6
YPLO78C

YKRO85C MRPL20
YERO95W RADS51

YLR182W SWI6
YOR065W CYT1
YGLO58W RAD6
YBR114W RAD16

YGL0O25C PGD1
YOR201C PET56
YFLO36W RPO41
YGL024W

YDL116W NUP84
YOLO51W GAL11

YIL140W RPB4

YMLOO7W YAP1

YNL139C RLR1

YMR158W MRPS8
YMRO72W ABF2

YLR226W BUR2

YMLO11C
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YJLO75C
YPRO47W MSF1
YPR116W
YLR240W VPS34
YLR399C BDF1
YBR094W

YDR337W MRPS28
YDR237W MRPL7
YML032C RADS52
YCRO53W THR4

YGL163C RAD54

YDR264C AKR1
YLR244C MAP1
YGLO70C RPB9
YDR322W MRPL35
YDL160C DHH1
YKLO54C DEF1
YER103W SSA4
YDR138W HPR1
YBRO37C SCO1
YBR251W MRPS5
YER162C RAD4
YDLO57W

YDR296W MHR1
YPL132W COX11
YDRO04W RADS57

YALO21C

YCROO3W MRPL32
YDL167C NRP1
YOL148C SPT20
YMR198W CIK1
YDLO67C COX9
YGL167C PMR1
YDR230W

YHR091C MSR1

YCRO66W RAD18
YDR268W MSW1

YDR283C GCN2
YKL194C MST1
YBL045C COR1
YHR168W

YDL135C RDI1
YIR021W MRS1
YIL115W ASF1
YDR028C REG1
YER169W RPH1
YGR258C RAD2
YNL284C MRPL10
YJRO52W RAD7
YORO033C EXO1
YPLO45W VPS16
YDL101C DUN1
YGR112W SHY1
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YBL093C ROX3
YDR369C XRS2
YGLO038C OCH1
YBRO98W MMS4
YNL250W RAD50
YNLO59C ARP5
YCRO46C IMG1
YALO16W TPD3
YOR330C MIP1
YIL127C SPT10
YDL069C CBS1
YGR104C SRB5
YGR062C CoX18
YDRO11W SNQ2
YIL139C REV7
Group A2:
%INH %INH %INH
ORF Name | ,Noo 48h | 4NQO 72h |4NQO 120h

YGL175C SAE2 9,02
YNL236W SIN4 2,22
YBR0O99C 1,12
YOLO76W  MDM20 -11,31
YPLOOSW CHL1 4,88
YNL064C YDI1 17,59
YFRO10W UBP6 3,21
YDR217C RAD9 18,96
YDR405W  MRP20 -0,20
YIR002C MPH1 24,97
YILO92W HPR5 17,01
YIR043C POL32 4,11
YGR063C SPT4 -1,40
YKL212W SAC1 2,27
YDR386W  MUSS81 1,59
YLR218C 14,62
YDLO59C RAD59 -7,43
YPR120C CLB5 3,95
YPLO46C ELC1 6,26
YNL147W LSM7 7,13
YKL113C RAD27 1,18
YPR131C NAT3 -1,06
YOR346W REV1 25,77
YDLO77C VAM6 6,52
YOR036W PEP12 1,45
YLR418C cDC73 18,99
YPR141C KAR3 7,29
YHR041C SRB2 -0,41
YLRO55C SPT8 53,71
YELOS51W VMAS 0,92
YBR133C HSL7 -3,33
YDL115C 0,20
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YOR141C ARPS8
YNL199C GCR2
YBRO97W VPS15
YDRO76W RAD55
YOR331C
YOLO72W THP1
YLLO43W FPS1
YLR006C SSK1
YPL172C COX10
YKL139W CTK1
YLR376C
YMR091C NPL6
YPR164W MMS1
YPL268W PLC1
YPLO55C LGE1
YLR382C NAM2
YPLO13C  MRPS16
YCL007C CWH36
YLLOO2W RTT109
YBLO58W SHP1
YLR358C
YPL234C TFP3
YGL168W HUR1
YIL189W RPL39

YMLO10W-A  SPT5
YJR139C HOM6
YBRO81C SPT7
YIJRO18W
YIL184W GON7
YORO8OW DIA2
YPL129W TAF14
YMR231W PEP5
YER110C KAP123
YPR100OW  MRPL51
YMRO64W AEP1
YJLO06C CTK2
YOL095C HMI1
YBR112C cycs
YML112W CTK3
YELO024W RIP1
YLR233C EST1

Group B:

ORF Name
YOR368W RAD17
YOR332W VMA4

YMRO31W-A
YOL012C HTZ1
YMRO073C
YLR268W SEC22

%INH
4NQO 48h | 4ANQO 72h

%INH %INH
4NQO 120h
54,28 -2,06
10,76 -0,43
44,08 -1,92
43,00 -4,15
6,23 -12,07
3,43 0,00
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YNL235C 0,40 -1,01
YOLO04W SIN3 2,54 -0,20
YMR224C MRE11 -8,49 -8,90
YPR119W CLB2 0,00 -3,30
YBR159W -1,44 -5,17
YERO16W BIM1 15,35 2,70
YELO59W 9,72 3,40
YOLO81W IRA2 19,58 9,74
YNL10O7W YAF9 25,37 -0,88
YJL047C RTT101 12,93 8,94
YKRO82W NUP133 64,80 -0,39
YNL171C 14,71 0,10
YGRO64W 7,04 4,17
YJRO59W PTK2 9,75 3,59
YMR202W ERG2 28,11 -1,32
YORO026W BUB3 0,91 -3,15
YHRO60W VMA22 23,02 5,24
YKRO72C SIS2 1,25 -2,40
YJR090C GRR1 67,47 -2,23
YNL133C FYV6 56,96 3,87
YPL173W MRPL40 1,62 -5,17
YGLO87C MMS2 21,90 1,55
YHLOO6C SHU1 6,09 5,00
YLR261C VPS63 -6,99 -8,12
YMLOO1W YPT7 9,92 9,53
YLRO52W IES3 24,90 -3,77
YIR026C YVH1 47,66 -0,20
YMRO83W ADH3 0,65 -3,27
YMR307W GAS1 1,98 -3,26
YGR020C VMA7 2,62 -2,30
YNL198C 5,21 -1,10
YKL119C VPH2 60,67 -0,49
YOR039W CKB2 37,93 -1,76
YER173W RAD24 4,37 -1,14
YBR093C PHO5 10,75 7,47
YLLO41C SDH2 -0,30 -1,80
YDR378C LSM6 1,43 0,86
YNL248C RPA49 0,49 -4,85
YKLOO6W RPL14A 28,04 -5,92
YMR034C 1,35 -4,06
YGL246C RAI1 49,73 5,13
YNL298W CLA4 0,42 -1,48
YIL128W MET18 49,46 4,87
YLR318W EST2 -10,16 -14,29
YGL244W RTF1 23,96 3,42
YFROO1W LOC1 3,41 1,95
YPLO51W ARL3 -1,29 -2,87
YHRO25W THR1 46,19 -2,77
YJL176C SWI3 54,51 4,40
YBR244W GPX2 -1,34 -11,28
YDR162C NBP2 5,64 4,55
YOR007C SGT2 -1,76 -10,55
YBR231C 4,24 2,50
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YDR207C UME6 13,06 5,82
YOR306C MCHS5S 13,37 -2,84
YPR159W KRE6 3,41 -0,47
YGLO12W ERG4 -17,25 -7,38
YLR372W SUR4 0,35 -3,86
YDL185W TFP1 -4,89 -4,08
YNL307C MCK1 -0,82 -8,56
YOR221C MCT1 17,81 -2,30
YBR127C VMA2 -0,65 -5,29
YKR0O28W SAP190 3,33 -1,27
YDR174W HMO1 38,40 -8,02
YPL167C REV3 -2,31 -3,56
YDR173C ARGS82 14,73 4,41
YKL048C ELM1 14,57 8,32
YMR125W STO1 18,96 -1,80
YPRO36W VMA13 -0,99 -6,26
YORO18W ROD1 -4,84 -6,26
YDLO74C BRE1 37,83 -19,27
YDR159W SAC3 65,28 12,44
YDRO92W UBC13 16,17 7,33
YLR319C BUD6 1,25 -2,11
YORO035C SHE4 1,81 -1,71
YDR432W NPL3 56,09 4,67
YOLOO6C TOP1 -3,64 -2,73
YHR154W RTT107 3,80 2,63
YPR163C TIF3 1,42 -11,44
YIL116W HISS5 0,48 -2,58
YHR021C RPS27B 8,43 3,31
YHR191C CTF8 11,23 4,03
YMR272C SCS7 6,29 5,55
YGLO88W -0,46 -2,40
YKL121W -3,16 -4,24
YBR103W SIF2 3,83 -2,20
YNL229C URE2 33,72 -1,92
YBR145W ADH5 3,30 -3,11
YML102C-A 0,19 -2,41
YMR216C SKY1 2,57 -0,57
YGR252W GCN5 -0,63 -12,70
YGL151W NUT1 -12,21 -17,58
YCRO77C PAT1 9,76 4,74
YGR105W VMA21 -5,72 -6,46
YDR254W CHL4 11,01 8,94
YBR268W MRPL37 -41,17 -9,68
YOR295W UAF30 2,59 -1,69
YELO27W CUP5 0,61 -1,32
YER014C-A BUD25 -0,52 -3,41
YDR364C CDC40 52,95 4,47
YORO17W PET127 -5,71 -12,14
YCLO60C KRR1 7,12 4,51
YDL172C 5,28 2,25
YJLO64W 7,08 4,46
YLR373C VID22 13,64 -12,14
YAROO02W NUP60 -4,18 -5,38
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YALO47C -4,42 -8,39
YCLO16C DCC1 12,09 10,82
YDLO81C RPP1A 4,99 -0,49
YDL117W CYK3 10,31 11,01
YORO014W RTS1 -1,68 -3,85
YLR398C SKI2 -1,34 -6,30
YOR345C -3,07 -3,59
YMRO038C LYS7 1,33 -2,57
YDLO75W RPL31A 2,15 1,23
YGL124C MON1 -0,48 -0,68
YPR139C VPS66 16,67 5,21
YDR290W -8,43 -8,22
YILO40W 14,84 12,01
YPR194C OPT2 4,70 1,60
YBR116C 8,16 -1,96
YORO78W BUD21 0,21 -5,31
YML111W BUL2 2,31 0,48
YKL118W -9,76 -11,95
YDLOO6W PTC1 55,73 0,60
YGR240C PFK1 10,25 0,47
YLRO56W ERG3 5,08 -1,37
YML102W CAC2 1,93 -0,39
YML0O97C VPS9 9,62 -1,51
YLRO39C RIC1 -3,94 -6,29
YDRO17C KCS1 10,86 2,56
YDR158W HOM2 6,65 0,81
YDR195W REF2 19,50 4,10
YLR357W RSC2 -0,21 -7,29
YOLO17W ESCS8 0,29 -5,00
YLR322W VPS65 42,28 -2,28
YMR022W QRIS -2,55 -4,02
YORO025W HST3 -1,76 -15,81
YKR024C DBP7 40,16 -8,30
YGR208W SER2 5,41 4,38
YDLO13W HEX3 10,15 5,79
YLR447C VMA6 -4,91 -4,35
YJR118C ILM1 2,70 -6,58
YBLO8OC PET112 8,66 6,76
YDL232W 0SsT4 44,35 2,11
YGL212W VAM7 -1,64 3,08
YLR0O62C BUD28 0,41 -1,32
YLRO15W BRE2 7,20 2,65
YJR073C OPI3 6,51 3,25
YPR135W CTF4 -7,49 -9,23
YMRO32W HOF1 -1,18 -4,31
YLR192C HCR1 2,36 -0,66
YBR191W RPL21A 1,25 -3,85
YELO13W VAC8 9,20 0,49
YDR216W ADR1 0,95 -1,90
YPRO57W BRR1 -3,89 -7,08
YBR266C 2,75 0,37
YMR304W UBP15 -1,55 -3,30
YBR128C ATG14 3,59 -1,26
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YNL220W
YCR002C
YGL020C
YOR223W
YLR412W
YGL218W
YDL100C
YDLO47W
YGLOO7W
YDR245W
YFRO19W
YLRO25W
YLR102C
YKL126W
YIL132C
YBR267W
YMR116C
YGL136C
YMLOO8C
YPRO45C
YJLO36W
YJLO52W
YMLO63W
YLR396C
YDR392W
YCR028C
YBR131W
YELO42W
YOR290C
YGL042C
YDR027C
YMR166C
YORO038C
YIJR116W
YMR167W
YOR040W
YMR143W
YKLO8OW
YLRO61W
YIL148W
YOR032C
YKL101W
YORO027W
YCLOOSW
YGLO66W
YPRO63C
YDR377W
YLR247C
YPR101W
YPLOO2C
YOLO61W
YJLO80C
YOR069W

ADE12
CDC10
MDM39

ARR4
SIT4

MNN10
FAB1
SNF7
APC9
YPK1
CsSM2

ASC1
MRM2
ERG6

SNX4
TDH1
RPS1B
VPS33
SPT3
FEN2
CCz1
GDA1
SNF2

VPS54

HIR2

MLH1
GLO4
RPS16A
VMAS
RPL22A
RPL40A
HMS1
HSL1
STI1

SGF73

ATP17

SNT309
SNF8
PRS5

SCP160
VPS5

38,22
3,40
7,01
-3,59
-5,39
2,84
4,31
-2,01
3,27
-0,89
-2,45
-1,01
2,27
-1,51
9,02
3,53
4,57
-7,61
-7,53
7,49
2,66
3,89
-2,95
-90,93
3,11
25,79
-58,44
0,69
-0,30
0,89
-4,01
-0,19
-0,32
-3,13
4,17
-1,58
2,33
1,02
3,09
5,68
2,77
-1,23
-4,53
1,04
4,29
-0,51
-1,85
-1,65
-0,38
3,24
0,10
13,47
-0,89
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21,27
1,65
1,38

-6,08
-10,10
-7,93
2,49
-2,54
0,53
-2,57
-2,36
2,81
-1,38
-2,83
4,64
2,36
-1,89
-6,90
-7,85
-0,64
1,19
1,07
-7,73
91,11
-1,35
8,49

-64,69
1,09

-3,32
0,40
-7,01
-3,37
-5,57
-23,66
-0,28
-3,89
-2,04
20,15
-3,09
6,65
-7,63
-2,37
-7,61
-0,21
-0,59
-4,56
-3,29
-3,68
-6,14
5,47
-2,49
11,46
-2,79
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YPRO46W MCM16 -7,42 -9,45
YGL104C VPS73 0,10 -1,76
YPLO23C MET12 2,80 -1,06
YDL149W ATG9 4,39 1,62

YMR078C CTF18 0,99 -0,70
YMRO35W IMP2 -2,43 -5,56
YLRO87C CSF1 -2,97 -5,10
YIL124W AYR1 -0,49 1,08

YOLO30W GASS5 -2,77 -4,75
YLR403W SFP1 40,02 -6,65
YJR140C HIR3 -3,74 -8,38
YPR044C -7,55 -13,60
YDR226W ADK1 6,09 3,16

YMR179W SPT21 -3,53 -6,55
YER061C CEM1 3,58 2,08

YILO18W RPL2B 1,46 1,73

YGL214W -1,59 -4,16
YPRO76W 2,54 0,10

YHR064C SS571 1,28 -3,94
YMR185W 1,25 -0,42
YLRO13W GAT3 -2,67 -5,04
YDR363W ESC2 3,92 2,65

YJR105W ADO1 -2,67 -4,33
YDR255C RMD5 9,00 6,35

YDR469W SDC1 -4,76 -6,11

YDL173W 3,65 1,42

YLR338W -9,02 -6,37
YPL226W NEW1 0,20 -0,30
YCRO71C IMG2 2,68 -2,99
YGR036C CAX4 0,25 -1,11

YELO52W AFG1 0,60 -0,40
YHRO10W RPL27A 5,16 4,06

YLRO11W LOT6 -1,02 -3,68
YBR026C ETR1 1,69 7,38

YPRO12W -6,00 -9,44
YIJR128W 1,85 -0,97
YMR142C RPL13B 6,69 -1,78
YDR523C SPS1 -2,65 -24,88
YLR271W -3,59 -5,19
YMR145C NDE1 -0,68 -3,30
YOR042W CUES -5,18 -8,56
YDLO41W -4,88 -7,32
YGR197C SNG1 3,96 2,41

YLRO85C ARP6 -0,10 -2,98
YER122C GLO3 0,10 -2,80
YOR312C RPL20B 4,77 1,75

YLR402W 2,57 -3,53
YMR048W CSM3 3,96 -0,19
YJR033C RAV1 -5,34 -6,47
YLLO45C RPL8B 0,00 -4,38
YNL215W IES2 -1,08 -4,03
YLR255C 1,68 -1,58
YPLO35C -0,20 -2,23
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YPLO25C 3,98 0,80
YGR285C ZUo1 9,16 2,23
YKLOS1W TEF4 -1,98 -0,89
YOR076C SKI7 2,11 -1,51
YOR297C TIM18 -1,50 -4,09
YIL134W FLX1 3,03 2,25
YER052C HOM3 1,71 1,18
YIL146C ECM37 1,26 3,97
YDR448W ADA2 7,45 1,78
YGROO4W 0,30 2,17
YALO35W 24,27 15,56
YDRO49W -8,36 -10,50
YLR111W 1,00 0,20
YLR239C LIP2 1,02 -3,65
YDR461W MFA1 31,82 -11,56
YNL246W  VPS75 -7,01 -11,59
YIRO74W MOG1 3,98 -2,85
YLR337C VRP1 -2,96 -0,30
YHRO39C-B  VMAL0 -1,40 -1,90
YIL157C 0,67 6,03
YOL029C -2,63 -4,95
YPRO4OW TIP41 2,98 -2,18
YNL323W LEM3 -10,94 -8,79
YHLO11C PRS3 1,29 0,83
YKRO73C -0,76 -4,85
YDR140W 3,15 0,76
YLL032C 1,07 -2,93
YBLO27W  RPL19B 4,87 1,89
YIRO35W RAD26 -0,88 -3,52
YALO13W 4,69 0,77
YLR262C YPT6 -5,40 -6,70
YPL269W KAR9 -2,40 -1,00
YDR257C RMS1 8,67 7,05
YLRO79W SIC1 -1,66 -2,39
YOR073W -4,05 -7,60
YHR178W STBS 1,59 1,22
YGR272C 1,42 -1,14
Group C:
%INH %INH %INH
ORF Name | ,N0o 48h | 4NQO 72h |aNQO 120h
YGL240W DOC1 34,04
YILO96W MRPL49 39,44
YDL202W MRPL11 77,17
YGL129C RSM23 22,88
YNL160W YGP1 14,29
YMLOSSW 53,37
YNL184C 22,77
YLR260W LCBS 55,59
YGL107C RMD9 10,68
YGL220W 33,58
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YGR215W RSM27 66,12
YLLOOSC COX17 6,98
YMR184W 78,27
YMR267W PPA2 23,08
YLR204W QRIS 45,21
YHRO38W RRF1 73,35
YMR0O89C YTA12 72,31
YGRO76C MRPL25 70,98
YMR282C AEP2 52,69
YMR287C MSU1 38,10
YMLO61C PIF1 42,03
YMR286W MRPL33 4,76
YHLO38C CBP2 50,27
YLRO67C PET309 43,88
YPR166C MRP2 13,40
YJL209W CBP1 25,22
YPLO59W GRX5 17,02
YGR171C MSM1 9,78
YOLO33W MSE1 79,86
YGR150C 75,86
YBLO44W 22,79
YPLO29W SUV3 46,67
YMR293C 20,20
YLR369W SSQ1 15,31
YLRO69C MEF1 38,21
YHR147C MRPL6 35,51
YMR024W MRPL3 70,37
YLR139C SLS1 45,86
YGL135W RPL1B 32,82
YDR529C QCR7 57,28
YMR071C TVP18 58,41
YOR305W 62,84
YKRO06C MRPL13 47,06
YDL049C KNH1 75,59
YKL155C RSM22 37,93
YJLO63C MRPL8 8,25
YCR004C YCP4 71,30
YPRO99C 37,23
YBR163W DEM1 15,57
YLLO18C-A COX19 18,10
YOL096C COoQ3 73,86
YBL100C 68,91
YDR0O78C SHU2 68,63
YNL213C 58,37
YDRO79W PET100 42,37
YGR255C COQ6 46,24
YLR312W-A MRPL15 57,37
YKL138C MRPL31 73,71
YDR298C ATP5 71,08
YDR507C GIN4 41,03
YGR180C RNR4 27,78
YDR175C RSM24 77,62
YGR220C MRPL9 21,43
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YDLO63C 50,50
YHRO11W DIA4 58,45
YGROO6W PRP18 60,53
YMRO66W Sovi 48,04
YGR257C MTM1 74,70
YKL169C 66,30
YPL148C PPT2 6,74

YGR222W PET54 11,61
YELO29C BUD16 55,00
YALO048C 78,90
YNL252C MRPL17 74,32
YERO70W RNR1 70,66
YDR518W EUG1 38,67
YJLOO3W COX16 8,65

YBR122C MRPL36 77,76
YGR219W 15,13
YDR295C 72,86
YJR113C RSM7 75,00
YDR042C 41,04
YDR197W CBS2 76,08
YPRO72W NOT5 54,70
YDLO62W 23,02
YDRO65W 75,06
YDR114C 52,89
YKLO16C ATP7 57,62
YDL146W 11,40
YBLOO2W HTB2 7,48

YJR004C SAG1 73,14
YDL198C YHM1 39,09
YDL181W INH1 24,03
YJR144W MGM101 25,83
YLR114C 1,19

YDR115W 73,43
YBLO12C 28,57
YOR211C MGM1 3,41

YBLO9OW MRP21 12,80
YPRO67W ISA2 13,68
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Genetic analysis of sensitivity to DNA-damaging agents

strains [SC 4NQO [UV |MMS |[Mnd [37°C
WT + |+ + + + +
spt8 + + + + +/- +
SAGA
spt20 |- | +- | +-
PAF cdc73 [ [+/- +/- | - /-
ctk1 + |+ + + +/- |+
ctk2 + |+ +- |+ - +
CDKs I A T A
bur2 |- | +-_ | - -
med2 [+- | +H- | - -
. med3 |+/- [+/- +- | . .
Mediator med16 |+ - + +/- I I
med20 |+ | + + - +/-
b9 |- | +- | +-
spt4 + +/- + +/- + +
spt5 + + +/-  |+/- + +
RNAPII transcription  [Swi6 + |- + +-
bdf1 + |+ +/- |+ + +
elc1 + + + + - +
taf14 + |+ + - +/- -
. . tho2 + | +/- |+/- - +
2:::[:2 biogenesis andhpr1 " +/- + +/- i +
thp1 + |- +- |+ - +
. Ism1 + |+ +- |+H- +/- +
mRNA degradation ism7 . +/- +- |+ i +
: . lies6 + | +- | +- |
Chromatin remodeling npl6 N + W + i
rad4 |+ | - - + +/-
damage response def1 + +- | +/- |+
yap1 + + + + +/- +
fpos1 + |+ +- [+H- +- |
others I A A N
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Screen GLAM ratio GLAM ratio

ORF Name %INH MIC Daignan- PHO5- PHO5-
Fornier B. lacz/PHO5 LAC4/PHO5
YIRO16W No 0.52 0.73
YCRO53W  THR4 No n.d. n.d.
YHLO31C GOS1 No n.d. n.d.
YGRO18C No 1.16 0.88
YBRO81C SPT7 Yes 0.59 0.67
YBR101C FES1 No 0.51 0.72
YMLOO8C ERG6 Yes n.d. n.d.
YOR184W SER1 Yes n.d. n.d.
YERO5TW JHD1 No 0.85 1.13
YER083C RMD7 No 0.85 0.96
YOL148C  SPT20 Yes 0.16 0.29
YDR483W KRE2 No n.d. n.d.
YJL140W RPB4 Yes 0.03 0.08
YHRO25W  THR1 Yes n.d. n.d.
YGL244W RTF1 Yes 0.30 0.34
YBLO58W SHP1 Yes 0.57 0.46
YGLO70C RPB9 Yes 0.46 0.49
YMR272C SCS7 No 0.86 0.94
YLRO55C SPT8 Yes 0.86 0.63
YGL0O42C Yes 0.66 0.82
YERO52C HOM3 No n.d. n.d.
YGR208W SER? Yes n.d. n.d.
YNL229C URE2 No 0.94 0.51
YML112W  CTK3 Yes 1.38 0.88
YDR392W SPT3 Yes 0.41 0.47
YDLO74C BRE1 Yes 0.37 0.47
YKL212W SAC1 Yes n.d. n.d.
YLR226W BUR2 No 0.08 0.30
YDR158W  HOMZ2 Yes n.d. n.d.
YGLO12W ERG4 Yes n.d. n.d.
YBRO97W  VPS15 Yes n.d. n.d.
YOLO5TW  MED15 No 0.38 0.40
YJR139C HOMG6 Yes n.d. n.d.
YMR202W ERG2 No n.d. n.d.
YGLO43W DST1 Yes 0.62 0.85
YIRO14W No 0.81 1.02
YBR200OW BEM1 Yes n.d. n.d.
YALO35W  FUN12 Yes 0.43 0.75
YDR207C UMEG No 0.84 0.99
YPRO72W NOT5 No 0.25 0.36
YGLO38C OCH1 Yes n.d. n.d.
YCRO81W  MED12 No 0.59 0.60
YLR337C VRP1 Yes 0.67 0.64
YPL230W No 0.43 0.48
YPLO55C LGE1 No 0.54 0.41
YMR304W  UBP15 No 0.44 1.08
YERO14C-A BUD25 No n.d. n.d.
YNL139C THO2 No 0.04 0.13
YOL0O86C ADH1 No n.d. n.d.
YLR148W PEP3 Yes n.d. n.d.
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YGR0O63C SPT4 No 0.14 0.13
YDLOOS5C MED2 No 0.31 0.35
YPLO45W  VPS16 No n.d. n.d.
YBR0O69C TAT1 Yes n.d. n.d.
YERO14W  HEM14 No n.d. n.d.
YLR418C CDC73 No 0.23 0.56
YALO16W  TPD3 No 0.35 0.58
YGLO58W RADG Yes 0.56 0.44
YGR204W  ADE3 No n.d. n.d.
YHLO25W SNF6 Yes 0.82 0.59
YLR338W OPI9 Yes n.d. n.d.
YERO86W ILV1 Yes n.d. n.d.
YJL175W Yes 0.74 1.24
YLRO56W ERG3 Yes n.d. n.d.
YDR320C SWA?2 No n.d. n.d.
YDL100C ARR4 Yes n.d. n.d.
YMR231W PEP5 Yes n.d. n.d.
YOR0O36W  PEP12 59,45 Yes n.d. n.d.
YCLOO7C CWH36 58,01 No n.d. n.d.
YALO21C CCR4 57,71 No 0.46 0.64
YLR318W EST2 57,14 No 0.22 0.04
YGL223C COG1 56,96 No n.d. n.d.
YGRO38W  ORM1 55,91 No 0.65 0.94
YLR239C LIP2 54,93 No 0.77 0.31
YKL139W CTK1 53,85 Yes 1.39 1.53
YMLO95C RAD10 53,71 No 0.85 1.08
YJRO18W 53,63 Yes 0.10 0.34
YKROO1C VPS1 52,84 No n.d. n.d.
YBRO2TW FUR4 51,79 No n.d. n.d.
YPR160W GPH1 51,06 No n.d. n.d.
YDR323C PEP7 51,00 Yes n.d. n.d.
YALOO2W VPS8 50,83 No n.d. n.d.
YPLO84W BRO1 50,58 No 0.51 0.74
YCLOO8C  STP22 50,20 No n.d. n.d.
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Conclusiones

Conclusiones

1)

2)

3)

El escrutinio de la coleccion completa de mutantes haploides no esenciales y
diploides heterocigotos para genes esenciales de S. cerevisiae frente al
antifolato sulfanilamida ha permitido identificar los procesos celulares
involucrados en la respuesta celular a este analogo estructural del PABA. Los
principales procesos celulares afectados conciernen al metabolismo del
carbono, de aminoacidos, del DNA y de lipidos; asi como al transporte de

vesiculas y al mantenimiento de la homeostasis celular.

El andlisis de los fenotipos de los “disruptantes” es una aproximacion muy
eficaz para la caracterizacion funcional de proteinas de funcion desconocida.
Asi, en el escrutinio quimico-gendmico con sulfanilamida, se identifico un ORF
no caracterizado (YMR289w) que es necesario para la biosintesis de PABA. La
caracterizacion detallada de este ORF ha revelado que codifica la enzima 4-
amino-4-deoxicorismato liasa, responsable del Ultimo paso en la biosintesis de
PABA. Este gen, al que hemos designado ABZ2, complementa la auxotrofia
para PABA del mutante pabC de E. coli, su homologo funcional en procariotas.
La proteina codificada, Abz2p se localiza en el citoplasma en forma de
monoémeros y de homodimeros siendo la dimerizacion necesaria para su

actividad catalitica.

El escrutinio de la coleccion completa de mutantes haploides no esenciales
frente al antifungico sordarina ha permitido identificar los procesos celulares
involucrados en la respuesta celular a este inhibidor selectivo de la sintesis
proteica. De esta forma, se han identificado 9 ORFs cuya delecion induce
sensibilidad a sordarina y que es su mayoria codifican proteinas mitocondriales
y cuyos mutantes son incapaces de crecer en una fuente de carbono no
fermentable. También se han identificado 104 mutantes resistentes a sordarina
que estan implicados en una variedad de procesos celulares entre los que

destacan la sintesis, modificacion y catabolismo de proteinas.

4) La delecién de los genes de la ruta de sintesis de diftamida confiere resistencia

a sordarina y a toxina diftérica, y una mayor resistencia a la inhibicion de la
sintesis proteica inducida por la sordarina in vitro. Los extractos proteicos de
los mutantes dphA presentan una menor afinidad de unidon con la sordarina

aue los de tipo silvestre.
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Conclusiones

9)

6)

Con excepcion del mutante que carece de DPH3, que muestra defectos de
crecimiento en todas las condiciones empleadas, el bloqueo en la ruta de
sintesis de diftamida no compromete el crecimiento de la levadura en
condiciones de crecimiento “optimas”. Sin embargo, la ausencia de
diftamidacion de eEF2 induce sensibilidad a aminoglicésidos (higromicina B,

paromomicina, neomicina, geneticina) y a cafeina.

La diftamidacion del factor eEF2 previene el cambio de fase ribosdmica
programada (PRF) en direccion 5 (-1) sugiriendo que el extremo del dominio IV
de eEF2, y en particular el residuo de diftamida, es importante para que se
produzcan determinados cambios de conformacion en el ribosoma en
elongacién, que favorezcan que durante dicho proceso tengan lugar las
interacciones adecuadas entre el ribosoma, el eEF2, los RNAts, y el RNAm,

para que la translocacion ocurra de forma 6ptima.

7) La sordarina inhibe el cambio de fase ribosémica programada PRF +1 y el PRF

-1, sugiriendo que la unidn de la sordarina al complejo eEF2eribosoma
restringe determinados movimientos de los dominios de eEF2, necesarios para
que se produzcan los cambios conformacionales en el RNAt del sitio P que

conducen a PRF -1.

8) Mediante el escrutinio de genes resistentes a MPA y 4-NQO se han identificado

nuevos factores implicados en la elongaciéon de la transcripcion y en la
reparacion de DNA acoplada al proceso de transcripcion (TC-NER). El estudio
ha revelado nuevas funciones en este proceso de genes previamente
implicados en la transcripcion, como son los complejos PAF y Ccr4-Not,
evidenciando la relacion funcional existente entre la reparacion de DNA vy la

elongacion de la transcripcion.
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