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DESCRIPCION

Meétodo para identificar un compuesto que modula la funcién del producto génico de un gen esencial.

Esta invencion proporciona métodos para identificacién de nuevas dianas y/o inhibidores biolégicos. Tales métodos
proporcionan herramientas utiles y convenientes para seleccion de alta potencia. En particular, dichos métodos pueden
utilizarse para identificar nuevos agentes antimicrobianos.

La aparicion de resistencia a los agentes terapéuticos actuales, tales como agentes antibacterianos, antiftiingicos, y
anti-malaria, requiere el desarrollo de nuevos agentes. Si bien las selecciones bioquimicas basadas en dianas pueden
ser satisfactorias, la seleccion anti-microbiana cldsica ha superado claramente los procedimientos racionales de selec-
cioén de dianas en términos de nuevos antimicrobianos descubiertos. Se observa frecuentemente que las selecciones
bioquimicas basadas en dianas invocan una falta de actividad celular, a pesar de una inhibicién satisfactoria de la enzi-
ma diana, debido quizas a baja permeacidn hacia el interior de o exportacién fuera de la célula. Asimismo, la presencia
de estructuras inhibidoras para una diana seleccionada a mano dentro de una serie limitada de moléculas disponibles
no esta garantizada en absoluto.

En contraste, la seleccion antimicrobiana basada en células identifica frecuentemente la accién antimicrobiana pe-
1o, 0 bien revela luego que esta inhibicidn estd causada por toxicidad general, por ejemplo perturbacién de la membrana
o intercalacién de DNA, o falla en la identificacién de cualquier interaccién especifica del farmaco con la maquinaria
celular. Esto complica la optimizacién quimica de las cabezas de serie (“leads”) iniciales, no proporcionando guia
alguna para una relacién estructura-actividad.

Un enfoque particular para identificar el modo de accién basado en dianas ha sido el de la hipersensibilidad.

Histéricamente, la via para generar versiones hipersensibles de una proteina de interés ha sido la generacion de
mutaciones sensibles a la temperatura (ts) en su gen codificante (Schmid ez al., Genetics 123, pp 625-633, (1989)).
Fenotipos sensibles a la temperatura (Ts) u otros fenotipos condicionales pueden ser generados por mutagénesis
orientada (por ejemplo utilizando PCR) o aleatoria (por ejemplo utilizando productos quimicos o radiacién). Sin
embargo, tales mutantes condicionales son frecuentemente hipersensibles a los inhibidores incluso en condiciones
permisivas.

El documento EP-A-0972847 describe un método para la seleccion de sustancias antimicéticas en donde se utiliza
como diana un gen esencial procedente de micetos, expresdndose dicho gen bajo el control de un promotor heterogéneo
regulable.

Los autores de la presente invencion han encontrado ahora que la hipersensibilidad a los inhibidores puede lograrse
facilmente por apagado de una funcién esencial particular de las células viables seguido por el andlisis de los efectos
en presencia/ausencia de un inhibidor potencial. Por “apagado” se entiende que la funcién esencial particular no esta
disponible para las células para ningtin nivel de expresion.

Por consiguiente, en un primer aspecto de la presente invencion se proporciona un método in vitro para identificar
un compuesto que modula la funcién del producto génico de un gen esencial, método que comprende proporcionar
células viables en las cuales el gen se expresa bajo el control de un promotor heterogéneo regulable, desactivar la
expresion del gen por el promotor, poner en contacto las células con un compuesto de ensayo y determinar cualquier
efecto modulador sobre la funcién del producto génico con referencia al crecimiento de las células viables.

El método proporciona un salto progresivo en la factibilidad de un anélisis completo del genoma para hipersensibi-
lidad de los compuestos. El mismo proporciona varias ventajas importantes, no siendo la menor de ellas que se utiliza
la proteina “normal” inalterada en contraste con, por ejemplo, la extrapolacidn a partir de la interaccidon de una proteina
mutagenizada alterada con un inhibidor sobre la interaccién del mismo producto quimico. Asimismo, no es necesario
esfuerzo alguno para la sintonizacion fina de la actividad del promotor a un nivel mayor o menor. La inhibicién de una
entidad bioquimica especifica, por ejemplo, una proteina requerida para crecimiento celular o supervivencia se indica
convenientemente por una respuesta hipersensible de la cepa con el gen regulable en comparacién con su precursor
inalterado.

Por “promotor heterogéneo regulable” se entiende un promotor distinto del promotor nativo para el gen esencial
y que puede ser regulado por la adicién y/o eliminacién de materiales especificos o por ejemplo por otros cambios
ambientales.

Por “hipersensibilidad” se entiende una mayor reduccién en el crecimiento celular en presencia de una concentra-
cién idéntica de farmaco, en comparacién con una célula de tipo salvaje.

Adicionalmente, la hipersensibilidad causada por infra-expresion de una enzima especifica puede extenderse a un
camino bioquimico completo, tal como por ejemplo la biosintesis de esteroles. Esto se ilustra por los resultados que
se muestran en la Fig. 5 de esta invencion, en donde la sensibilidad a terbinafina se altera a la vez por apagado de la
enzima diana (codificada por ERG1) y por apagado de otra enzima (codificada por ERG11) en el mismo camino.
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Por “viables” se entienden células que han crecido suficientemente para que, cuando se interrumpe la expresion
génica de un gen esencial, pueden realizarse medidas significativas y andlisis cinético. Las células se dejan crecer
preferiblemente en una fase estacionaria precoz, durante cuyo tiempo se toma una lectura final de la densidad 6ptica.
Una densidad 6ptica reducida en comparacién con controles sin formaco o controles no desactivados se interpreta
como inhibicién del crecimiento.

Por “gen esencial” se entiende un gen requerido por una célula por ejemplo para crecimiento celular y/o viabilidad
celular. Esto incluye de hecho genes requeridos sélo en ciertas condiciones ensayables (es decir, esencial condicional).
En su manifestacién mas simple, la esencialidad se define como necesidad para el crecimiento del organismo en medios
ricos (para un sumario exhaustivo de tales medios asi como de la metodologia general de levaduras véase Sherman
et al. en Methods in Enzymology, vol. 194, editores Guthrie y Fink, Academic Press (1991)). Genes convenientes
incluyen genes fiingicos y bacterianos.

Por “desactivacion de la expresion génica” se da a entender que toda la expresion del gen cambia de ON a OFF.
En la posicién OFF no existe expresion génica alguna de nivel bajo.

Por “células” se entienden células de cualquier fuente conveniente, incluyendo éstas células humanas, animales o
microbianas. Estdn desarrollandose técnicas nuevas basadas en el genoma que combinan el escrutinio de compues-
tos con la identificacién simultdnea de dianas. Si bien esta invencién es de uso particular con organismos modelo
tratables genéticamente tales como Schizosaccharomyces pombe y Saccharomyces cerevisiae, la misma es universal-
mente aplicable y estd limitada inicamente por consideraciones précticas. Utilizando organismos modelo tales como
S. cerevisiae, S. pombe, C. elegans, o D. melanogaster es posible estudiar funciones conservadas de los eucariotas. La
aplicacién de genética utilizando lineas de células humanas o animales directamente, extiende después posibilidades
adicionales.

Cualquier compuesto de ensayo conveniente tal como un péptido, dcido nucleico y compuesto de peso molecular
bajo puede utilizarse en los métodos de la invencién. Los compuestos de ensayo preferidos son agentes terapéuticos
potenciales o pueden utilizarse en estudios ulteriores para identificar agentes terapéuticos. Compuestos de ensayo
particulares son compuestos de peso molecular bajo de, por ejemplo de un peso molecular inferior a 1000, tal como
inferior al peso molecular 600.

El efecto modulador de un compuesto sobre el producto génico de un gen esencial se investiga convenientemente
tomando lecturas de punto final de la densidad éptica (cuanto mayor es la densidad Sptica absoluta del cultivo, tanto
menos inhibicién se cree que ha ocurrido. Dicho andlisis se efectiia convenientemente a lo largo de periodos tipica-
mente de 24 horas para células de levadura. Las bacterias pueden requerir tiempos significativamente menores (v.g.
12 horas), en tanto que las células eucariotas superiores requerirdn varios dias para alcanzar la fase de crecimiento
estacionario precoz. El andlisis es convenientemente fotométrico (densidad dptica del cultivo a 600 nm de longitud de
onda).

Es importante que la combinacién de técnicas muy recientes para la integracién orientada de DNA (por ejemplo
con un promotor cambiable que reemplace directamente al promotor nativo) con el andlisis de densidad 6ptica puntual
observado para momentos fijos de la respuesta hipersensible (como se detalla adicionalmente mds adelante) es nueva
y permite la explotacion para seleccion de farmacos en gran escala, asi como para la determinacion del perfil de
compuestos y dianas. Ademads, tales cepas pueden obtenerse también muy facilmente en cantidad muy alta (a saber,
millares de genes en S. cerevisiae).

Algunos ejemplos de promotores cambiables para uso en S. cerevisiae incluyen MET3 (reprimible por adicién
de metionina) y GAL1 (reprimido por glucosa inducida por galactosa); para uso en S. pombe: NMT1 (reprimido por
tiamina); para uso en C. albicans: MALI (reprimido por glucosa, inducido por maltosa, sacarosa); para uso en E. coli:
araB (reprimido por glucosa, inducido por arabinosa); para uso en materias Gram-positivas tales como estafilococos,
enterococos, estreptococos y bacilos: xylA/xylR (de S. xylosus) (reprimido por glucosa, inducido por xilosa); para
uso en E. coli 'y B. subtilis pSPAC (un promotor artificial derivado de E. coli lac, regulado por IPTG, véase Vagner et al.
Microbiology (1998), 144, 3097-3104); y para la totalidad de los organismos anteriores mas hongos no especificados
adicionales, bacterias y lineas de células de mamifero: tetA/tetR (de diversas casetes bacterianas de resistencia a la
tetraciclina) este sistema existe en diversas versiones, véase Gossen et al. Current Opin. Biotechnol. 5, pp. 516-520
(1994), que son reprimibles o inducibles por diversos andlogos de tetraciclina.

En el Ejemplo y las Figuras que siguen se ilustra que es posible generar hipersensibilidad hacia cualquier agen-
te que inhiba una funcién bioquimica poniendo el gen que codifica dicha funcién (proteina o RNA) bajo control de
un promotor fuertemente regulable y cambidndolo del estado ON al estado OFF al tiempo que se afiade simultdnea-
mente la sustancia interactiva (para ilustracién de un cambio de este tipo véase la Figura 1). Si bien es conocida
la colocacién de promotores externos frente a genes de interés para alcanzar sobre- o infra-expresion de la protei-
na codificada, este proceso requiere sintonizacion fina y ajuste intensivos en mano de obra. Debido a niveles de
expresion muy variables, cada gen de interés requeriria una sintonizacion diferente de su fuerza promotora para al-
canzar un nivel limitante justo de la velocidad de crecimiento. Por esta razén, es improbable que un protocolo de
este tipo basado en sintonizacién fina permita la implementacién a la escala de alta potencia necesaria para anélisis
gendmico.
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Los nuevos descubrimientos de los autores de la presente invencién, que se detallan en los experimentos que se
muestran mas adelante, demuestran que un protocolo simple y estdndar que utiliza un solo promotor en estados ON y
OFF definidos claramente (es decir, explicitamente sin modulacién mds fina alguna del nivel de expresion) es capaz de
generar medidas exactas de hipersensibilidad especifica debida a infra-expresion de la diana. La infra-expresion estd
causada por i) degradacion del RNA, ii) degradacion de la proteina diana, iii) dilucién de la molécula diana en varias
células hijas durante el crecimiento celular en ausencia de cualquier re-sintesis.

Los ejemplos que siguen demuestran, verbigracia, que proteinas diana fingicas desconocidas que pueden ser inhi-
bidas por los compuestos pueden identificarse poniendo sus genes esenciales bajo control de un promotor regulable,
desactivandolo y exponiéndolo a niveles de compuestos que no inhiben la célula de tipo salvaje correspondiente. Ac-
tualmente se ha demostrado que 814 genes de S. cerevisiae son esenciales para crecimiento incluso en medios ricos
(fuente YPD™). Una respuesta hipersensible observada (v.g. en un hongo tal como S. cerevisiae) demuestra: i) que la
diana es esencial, ii) que el compuesto es un agente antiftingico o un punto de partida para el desarrollo de un andlogo
mds potente, iii) que el par (o pares) compuesto-diana coincidente(s) establece el modo de accidén para el compuesto
antifingico. Para mds de un compuesto detectado contra una diana, puede obtenerse una informacién valiosa de la
relacién estructura-actividad (SAR). La comparacién y el andlisis de reconocimiento de patrones de los efectos de
muchos compuestos sobre muchas dianas establecerdn una base de datos valiosa util para agrupar nuevas dianas en
caminos inmediatamente. La hipersensibilidad permite también la deteccion especifica de la diana de compuestos de
baja potencia no identificables utilizando la cepa parental.

Una ventaja adicional de la invencién es que la actividad bioquimica identificada de la molécula diana no es un
requisito previo para los métodos de la invencién. La hipersensibilidad como tal puede proporcionar una caracte-
ristica ensayable ligada intrinsecamente a una diana especifica. Los constructos genémicos de desactivaciéon pueden
generarse e integrarse en el genoma de los organismos con una potencia muy alta utilizando metodologia publica-
da basada en PCR sin la implicacién de paso de clonacién alguno (Longtine et al. Yeast, 14, pp. 953-961 (1998);
Zhang et al. Nature Genetics, 20, pp. 123-128 (1998). Por consiguiente, los métodos de la invencién pueden utilizar-
se para ensayar tantos compuestos como sea posible contra cualquier diana antifingica potencial, por ejemplo hasta
10, hasta 20, hasta 50, hasta 100, hasta 500 o hasta 1000 dianas utilizando tecnologia moderna de seleccion de alta
capacidad.

Por consiguiente, en un método adicional de la invencién, se proporciona un método para identificar la hipersen-
sibilidad a farmacos de un camino metabdlico, método que comprende proporcionar células viables en las cuales en
gen esencial en el camino metabdlico se expresa bajo control de un promotor regulable heterogéneo, conmutacién de
la expresion del gen por el promotor, puesta en contacto de grupos de las células con compuestos de ensayo, deter-
minacién y comparacién de cualquier efecto modulador sobre el crecimiento de las células viables. Se ha demostrado
que La infra-expresion de un elemento de un camino bioquimico y la inhibicién quimica de otra parte es sinérgica
(véase Fig. 5) generando con ello informacidn especifica del camino por infra-expresion de un solo elemento de dicho
camino.

La invencidn se ilustrard a continuacién, pero sin cardcter limitante, con referencia al Ejemplo y las Figuras si-
guientes, en donde:

la Figura 1 muestra la generacién de un alelo controlable del gen, Genl, por reemplazamiento de su promotor
nativo con una conmutacién ON/OFF bien definida y fuerte; en este caso GAL1;

la Figura 2 muestra la actividad de Ergl1p en cepas de tipo salvaje (wt) y cepas GAL1-ergll, e ilustra de qué
modo la actividad catalitica desciende tanto con el tiempo como con la concentracién incrementada de un inhibidor.
El cultivo se desplaza desde galactosa a glucosa en el tiempo 0, con lo cual la nueva sintesis de Ergl1p (lanoste-
rol-C-14-desmetilasa) se detiene. La concentracién de fluconazol es sub-inhibidora (por ejemplo 10 mg/l) para una
cepa de tipo salvaje (wt); _: ausencia de fluconazol, ........: fluconazol; el umbral se encuentra donde la actividad de
Ergl1p es limitante de la velocidad para el crecimiento.

La Figura 3 muestra el crecimiento de cepas de tipo salvaje (JK9-3da, Kunz et al. Cell, 73, pp. 585-596 (1993)),
GALI1-ERGI11 y GAL1-AURI (generadas como se describe en Longtine et al. Yeast, 14, pp. 953-961 (1998)) en
presencia de fluconazol;

la Figura 4 muestra el crecimiento de las cepas wt, GAL1-ERGI11, y GAL1-AURI en presencia de aureoba-
sidinA;

la Figura 5 muestra el crecimiento de las cepas wt, GAL1-ERG11, y GAL1-AURI en presencia de terbinafina;

la Figura 6 muestra un protocolo para reemplazamiento de promotores en S. cerevisiae (sustancialmente como se
describe en Longtine et al. Yeast, 14, pp. 953-971 (1998)).
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Ejemplo
Los caminos biosintéticos de ergosterol y esfingolipido de S. cerevisiae: un estudio con inhibidores conocidos

La base racional en la utilizacién de una desactivacién completa en lugar de un expresante bajo se detalla como si-
gue, ilustrada para Ergl 1p (p = proteina), la lanosterol C-14-desmetilasa, una enzima fingica en el camino biosintético
del ergosterol: el farmaco fluconazol, como otros antiftingicos de azol, inhibe Ergl 1p conduciendo a una actividad to-
tal reducida en la célula. Sin embargo, no se observa reduccién alguna del crecimiento con tal que la cantidad de Ergl
1p activo sea suficientemente alta para no ser limitante de la velocidad de crecimiento (por encima del umbral, véase la
Figura 2). En el ejemplo presentado, la concentracién de fluconazol es insuficiente para reducir la actividad de Ergl 1p
por debajo de este umbral. La situacién para un gen ERG11 dirigido por GALI es diferente, sin embargo: en el tiempo
0, el promotor del gen modificado por ingenieria genética se cambia del estado ON (debido a la alta expresién de un
promotor GALI, este nivel es usualmente mayor que para el promotor nativo) al estado OFF por cambio de la fuente
de carbono en el cultivo). A partir de este momento, no se transcribe cantidad alguna de mRNA nuevo y - después
de la degradacién del mRNA - no se sintetiza cantidad nueva alguna de la proteina Ergll. Las concentraciones de
Ergl1p disminuyen ahora debido a la dilucién de la enzima en las nuevas células hijas y la degradacién de la proteina
de Ergl 1p. Tan pronto como se cruza la linea umbral (Figura 2) Ergl 1p llega a ser limitante de la velocidad, es decir
que la cepa exhibe una velocidad de crecimiento reducida comparada con la cepa parental inalterada (wt). Esto se
refleja por una densidad Optica final inferior del cultivo. La presencia del inhibidor fluconazol titula las moléculas de
Ergl1p activas haciéndolas inactivas. Por esta razén, la linea umbral se cruza antes, dado que no puede sintetizarse
cantidad alguna de Ergl 1p nueva. Comparada con la célula de tipo salvaje, esto se observa como hipersensibilidad
(mayor reduccién en el crecimiento en presencia de una concentracion idéntica de farmaco). De modo simplificado,
esto puede explicarse como una cantidad reducida de duplicaciones celulares antes que se alcancen las condiciones
limitantes de la velocidad.

Para la evaluacion de dianas y compuestos, la hipersensibilidad tiene que ser especifica para ciertas combinaciones
farmaco-diana. Por esta razén, el método se ensayé y valid6 con otra combinacién farmaco-diana no relacionada co-
nocida: el gen AURI codifica la inositolfosforil-ceramida (IPC)-sintasa, una enzima esencial del camino biosintético
de los esfingolipidos fingicos (Nagiec et al., J. Biol. Chem., 1997, 272, 15, 9809-9817). La enzima es inhibida por el
producto natural aureobasidinA con potencia sub-nanomolar, conduciendo a una accién antiftingica del fairmaco. Al
igual que ERG11, AURI se sometié a un intercambio de promotor y las cepas de levadura resultantes eran la proge-
nitora (wt), GAL1-ERG11 y GAL1-AURI. Se ensayaron las mismas respecto a su sensibilidad para ambos farmacos,
fluconazol y aureobasidinA. Como habia sido predicho por la teoria de los autores de la invencién, ambas cepas di-
rigidas por GAL1 exhibfan una notable respuesta hipersensible hacia sus foirmacos cognados (véanse las Figuras 3 y
4). Llamativamente, no tenia lugar reaccion cruzada alguna, es decir que GAL1-ERG11 no exhibia sensibilidad incre-
mentada frente a aureobasidinA, ni GAL1-AURI exhibia hipersensibilidad para fluconazol. Este resultado confirma
la teoria de los autores de la invencion y demuestra la aplicabilidad y utilidad del método descrito como herramienta
para descubrimiento de farmacos y dianas.

De ello se sigue que la reaccion de hipersensibilidad para un inhibidor de una enzima en un camino puede ex-
tenderse a los inhibidores del camino total. Esto es debido a la configuracién lineal de las enzimas en una cascada
bioquimica de reacciones donde una sola enzima proporciona el sustrato para la siguiente. Un suministro reducido de
sustrato puede actuar sinérgicamente con un nivel de enzima reducido. Asi, la actividad de la enzima Ergl1p cuasi-
limitante de la velocidad (después de la desactivacién) se reducird ulteriormente por retirada de su sustrato proporcio-
nado normalmente por Erglp, escualeno-epoxidasa, otra enzima del camino biosintético de los esteroles, a lo largo de
varios pasos bioquimicos. Erglp estd inhibida ahora por terbinafina. Cualquier hipersensibilidad especifica de dicho
camino permite la clasificacion de genes (no clasificados) en el mismo camino que el gen desactivado. Para investigar
esto, se examind Erglp. Se ha demostrado que esta enzima es inhibida por la terbinafina antifiingica, pero Ergl1p no
lo es. Como se muestra en la Figura 5, GALI-ERG11 es tan hipersensible a terbinafina como GAL1-Ergl, demos-
trando la hipersensibilidad de caminos cruzados propuesta. Esta herramienta de andlisis especifica del camino serd
extremadamente til para la clasificacién de nuevos inhibidores (con modo de accién desconocido).

Se comprenderd que, si bien se ha ilustrado particularmente para S. cerevisiae, esta invencién es universalmente
aplicable en todos los organismos genéticamente manipulables, tales como bacterias.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de identificacion in vitro de un compuesto que modula la funcién del producto génico de un gen
esencial, método que comprende proporcionar células viables en las cuales el gen se expresa bajo el control de un
promotor heterogéneo regulable, desactivar la expresion del gen por el promotor, poner en contacto las células con un
compuesto de ensayo y determinar cualquier efecto modulador sobre la funcién del producto génico tomando como
referencia el crecimiento de las células viables.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, y en el cual las células viables se han desarrollado hasta la fase
estacionaria precoz.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el cual el gen es un gen bacteriano.
4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, y en el cual el gen es un gen fiingico.

5. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores y en el cual cualquier efecto modu-
lador se determina por medidas de la densidad dptica.

6. Un método de seleccion de farmacos que comprende utilizar un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5 para ensayar compuestos contra productos génicos de mds de un gen esencial.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6, y en el cual los compuestos se ensayan contra los productos
génicos de mas de 20 genes esenciales.

8. Un método in vitro para identificar la hipersensibilidad de farmacos a caminos metabdlicos, método que com-
prende proporcionar células viables en las cuales un gen esencial en el camino metabdlico se expresa bajo el control
de un promotor heterogéneo regulable, desactivar la expresion del gen por el promotor, poner en contacto grupos de
las células con compuestos de ensayo, y determinar y comparar luego cualquier efecto modulador sobre el crecimiento
de las células viables.
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Levenda Fig. 2;

El cultivo se desplaza desde galaciosaa
glucosa en ol ftempo §, conlo cual se deliere la
nueva sintesis de Erg 11p (lanosterol
C-14-desmefilasa).

La concentracion de fluconazol es sub-inhibidora
{v.g. 10 mg/) pare una tepa de fipo salvaje (W),

¢ aussncia de fluconazol
coneeemrennt flUCONBZO!

Unnbrat: La actividad de Erg 11p es ahora
GAL]'Etgl lp limitante de la velocidad de crecimiento.

{Actividad de Erg 11p] -

.

Tiempo {horaé]

Figura 2
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Nuestro protocolo modificado para reemplazamiento dei promotor en S. cerevisiae
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Figura 6
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