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Mercredi 9 novembre

13:00-14:30 Conférence : L'annotation in silico des séquences génomiques bactériennes Claudine MEDIGUE
{Génoscope, Evry)

Mercredi 16 novembre

8:00-10:30 Conférence : Transferts génétiques horizontaux chez les bactéries Didier MAZEL
(Institut Pasteur)

10:45-12:15 Conférence : Génomique comparative des levures : cycles sexuels et régions Cécile FAIRHEAD
subtélomériques (Institut Pasteur)

Mercredi 23 novembre

9:00-10:30 Conférence : Analyse des complexes protéiques par les approches Bertrand SERAPHIN
protéomiques (CGM CNRS, Gif sur Yvette)

10:45-12:15 Conférence : Approches protéomiques pour la mise au point de nouveaux  Jean-Jacques DIAZ
médicaments anti-herpés {INSERM U369, Faculté de Médecine Lyon)

Vendredi 25 novembre

9:00-10:30 Conférence : Récents développements en génomique structurale Arnaud DUCRUIX
(UMR 8015 CNRS, Paris)

10:45-12:15 Conférence . Approche «transcriptomen: bases théoriques et applications Catherine NGUYEN
(INSERM ERM208, Marseilie)



Mardi 29 novembre

14:00-15:30 Conférence : Le génome de la paramécie Linda SPERLING
(CGM CNRS, Gif sur Yvette)

Mercredi 30 novembre

9:00-10:30 Conférence : La génomique fonctionnelle chez la souris Marie-Christine SIMMLER
(UMR 7622 CNRS, Paris)

10:45-12:15 Conférence : Génomique et génétique humaine : les polymorphismes Laurence COLLEAUX
du génome humain comme outils pour I'étude des maladies (INSERM U393 Necker, Paris)

Vendredi 2 décembre

9:00-10:30 Conférence : Etudes de la réplication et de I'instabilité génomique sur molécules Aaron BENSIMON
uniques d'ADN (Institut Pasteur)

10:45-12:15 Conférence : L'évolution des génomes viraux Simon WAIN-HOBSON
(Instifut Pasteur)

Lundi 5 décembre

9:00-10:30 Conférence : Phylogénomique des Archaea Patrick FORTERRE
(Institut Pasteur)

10:45-12:15 Conférence : Reconstruction du génome d’'un vertébré ancestral Hugues ROEST-CROLLIUS
(CNRS UMR 8541, ENS, Paris)

Mardi 6 décembre

9:00-10:30 Conférence : Biogenése des mitochondries : une approche génomique Claude JACQ
{CNRS UMR 8541, ENS, Paris)

Vendredi 9 décembre

9:00-10:30 Conférence : Comment la génomique peut aider & comprendre le pouvoir Hilde DE REUSE
pathogéne de la bactérie Helicobacter pylori ? (Institut Pasteur)

10:45-12:15 Conférence : Du génome a la cellule : comment prédire la fonction des génes ?  Antoine DANCHIN
{Institut Pasteur)

N.B. Les conférences du Cours o'Analyse des Génomes ont lieu salle «R. LEGROUX» du Centre d'Enseignement de I'lnstifut
Pasteur (bétiment A. YERSIN
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Les puces a ADN
vont-elles
révolutionner

\ . I’identification

Les puces a ADN sont des multicapteurs per- d b v = 2

ettant de caractériser et quantifier un acide es bacteries:

uctéique dans un échantillon. Elles apportent Philippe Glaser

ne solution innovante au probleme ancien de la
étection, de P'identification et du typage de
actéries dans un échantillon. €lles permettent
1caractérisation génomique rapide de bactéries
athogénes et facilitent les études épidémiolo-
igues, par exemple pour le contréle des mala-
ies nosccomiales ou la surveillance du bioterro-
sme. Ces puces sont déveioppées dans ies iabo-
1toires de recherche pour 'étude de la diversité
t de I'évolution du monde bactérien, pour
:chercher des génes de résistance aux antibio-
ques et pour la caractérisation de communau-
:s bactériennes constituées de centaines d’es-
éces. Uindustrialisation du processus de fabri-
ation et d'utilisation, rendant la technologie
buste tout en en diminuant son colt, devrait
ermettre son utilisation dans les laboratoires
ospitaliers et d’analyses spécialisées, puis sa
énéralisation aux laboratoires de ville. <

Depuis la démonstration par Koch, en 1876, que la
maladie du charben est due & Bacilius anthracis [1],
I’identification des microbes responsables des maladies
infectieuses a été une priorité de ta microbiologie cli-
nique. U'isotement du germe et sa description phénoty-
pigue sont nécessaires pour mieux comprendre la mala-
die qu’il provoque et pour un diagnostic sir.
'épidémiclogie des maladies infectieuses cherche &
élucider les mécanismes de transmission des ogents
infectieux, l'existence de réservoirs et leur origine,
Uidentification de I’espéce n’est alors pas suffisante et
la caractérisation plus fine (le typage) de la bactérie
isolée est nécessaire afin de déterminer la probabilité
pour deux isolats d’avoir la méme origine. Répondre &

Article requ le 13 décembre 2004 et accepté le T mars 2003,
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pour les maladies

nosocomiales, ces recherches doivent permettre d’iden-
tifier origine hospitaliére de 'infection et de mettre en
place les procédures pour y remédier [2]; pour des
maladies d’origine alimentaire ou envirennementale,
comme la listériose ou la légionellose, des réseaux de
surveillance® cherchent & identifier par des études épi-
démiologiques la source de la contamination, afin de
I"éliminer. La démonstration de I'origine d’une infection
a et aura de ptus en plus des implications légales, et le
typage des bactéries incriminées est un des éiéments de
Paction judiciaire. La crainte du bioterrorisme pousse
également & rechercher des outils performants pour
identifier les germes dispersés dans I'environnement,
pour retrouver Porigine des souches et camprendre fes
éventuels trafics de ces armes biologiques.

Des méthodes de microbiologie classique développées
au xix* siecle comme la coloration de Gram aux analyses
moléculaires récentes fondées sur 'analyse des acides
nucléiques, les microbiologistes ont développé de trés
nombreuses méthodes d’identification et de typage des

! Yoir par exemple Porganisation EWGL! pour la légionellose (http: /fwww ewgli. org/),
le réseau européen med-vet-net pour Ja prévention des zoonoses (http-//www.med-
vetnet.org} ou, aux étﬂts—Unis, le réseau Pulsenet pour les infections d’origine ali-
mentaire {fittp://www. cdc.gov/pulsenet).
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bactéries, mettant & profit leur diversité [3]. Lobjectif
de cet article est de montrer le formidable potentiel des
puces a ADN dans ce domaine, mais aussi d’analyser les
raisons pour lesguelles cette technologie tarde & s'im-
planter dans les laboratoires d’anafyse microbiolo-

gique.
La diversité du monde bactérien

La caractérisation de la diversité bactérienne sous-tend
toutes les méthodes d’identification. Au cours de la der-
niére décennie, notre conception de cette diversité a été
transformée par "analyse des génomes. Au mois d’aoiit
1995, fa communauté scientifique a été surprise par la
publication de la séquence du génome d’'Haemophilus
influenzae [4]. La séquence du génome d’une bactérie
modele était attendue, mais ¢’est une bactérie d’impor-
tance clinique, peu étudiée, pour laguelle n'étaient dis-
ponibles ni carte physique ni carte génétique, qui a vu le
premiére I'ensemble de ses génes décryptés. La démons-
tration que le séquengage d’un génome bactérien pou-
vait étre réalisé rapidement a ouvert la porte @ la systé-
matisation de son application gux bactéries patho-
genes, qui représentent la majorité des plus de
180 séquences génomiques publiées a ce jour’. la
connaissance du génome permet le développement de
nouvelles méthodes de typage moléculaire, mais aussi
phénotypique, par la découverte d’activités enzyma-
tiques spécifiques.

Cependant, le décryptage du génome d’un isolat n’est
pas suffisant pour connaftre une espéce. La disponibi-
lité de séquences génomiques de plusieurs souches a
permis de mettre en évidence la diversité génomique
d’une espece, non seulement au niveau du polymor-
phisme de chague géne, mais aussi du répertoire de
geénes présents. Il est possible de distinguer dans un
génome un squelette conservé entre tous les isolats
d’une espeéce et un ensemble d’ilots qui sont spécifiques
d’un clone ou d’un lignage particulier [5]. Cette partie
variable du génome est constituée d’éiéments mobiles
comme des bactériophages, des plasmides ou des
transposons, mais également de groupes de génes insé-
rés ou délétés indépendamment de tout systéme de
recombinaison spécifique. Ces génes apportent des
fonctions particuliéres d un clone, comme des fonctions
métaboliques, de virulence, de production de toxines
ou de résistance & des antibiotiques. Cette diversité
génomique explique aussi la diversité de virulence
retrouvée au sein d’une espéce. Les méthodes de typage
moléculaire sont fondées sur le polymorphisme des

?

http://www.genomesonline.osg/
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séquences et la diversité du contenu génétique des
génomes; les puces @ ADN permettent d’analyser ces
deux aspects.

Méthodes d’identification et de typage

Uidentification bactérienne nécessite 'isolement de la
bactérie sous forme d’une colonie. Cette premigre étape
peut &tre difficile si I’échantillon biologique n'est pas
normalement stérile, comme un prélévement de gorge
ou un prélévement de selles. Traditionnellement, I’iden-
tification de 'espéce se faisait en combinant Pobserva-
tion microscopique et I"analyse phénotypique, en étu-
diant [a forme et la couleur des colonies et ies proprié-
tés métaboliques et enzymatiques. Cette méthode peut
étre remplacée par une analyse moléculaire soit en uti-
lisant des tests immunologiques, soit sur la base de
séquences d’ADN, par exemple aprés amplification par
PCR. Les méthodes de PCR présentent I'avantage de
pouvacir Etre réalisées directement & partir d’un échan-
tillon biologique. Le géne codant pour ’ARN ribosomique
16S est un des marqueurs d’espéce les plus utilisés: il est
en effet possible de définir des amorces universeiles
pour son amplification, et la cemparaison de sa
séquence avec des banques de données de référence
permet de déterminer 'espéce [4].

De la m&me maniére, aprés I'identification de I"espéce,
les premiéres méthodes de typage bactérien étaient
phénotypiques, par comparaison des antigénes de sur-
face (sérotypie) ou analyse de la sensibifité & des bac-
tériophages (lysotypie). Durant ces vingt derniéres
années, de nombreuses méthodes de typage molécu-
laire ont été développées .[7]. La valeur de ces
méthodes dépend de feur pouvoir de discrimination
entre les isolats, de leurs facilité et rapidité d’utilisa-
tion et de la reproductibilité des résultats entre diffé-
rents laboratoires. Cette reproductibilité est essen-
tielle pour I"échange des données, leur organisation
sous forme de bases de données internationales et la
mise en place de systemes de surveillance épidémiolo-
gique performants. Les méthodes considérées aujour-
d’hui comme les plus fiables sont {’analyse des frag-
ments de restriction de ’ADN chromosomique aprés
migration en champ puisé (pulsotype) et I'analyse des
séquences nucléotidiques de plusieurs génes de
ménage (exprimés dans toutes les cellules) (STML,
séquengotypage multilocus, MLST en anglais). Le pul-
sotype dépend du polymorphisme des sites de recon-
naissance par les enzymes de restriction et de I'organi-
sation du génome. Le type MLST dépend uniquement de
la vitesse d’évolution nuciéotidique au sein de Pespéce
et d'éventuels transferts génétiques horizontaux.



Puces & ADN

Le principe d’une puce & ADN téside dans la reconnais-
sance, c'est-a-dire P'hybridation, entre deux molécules
d’ADN simple brin complémentaires (Figure 1).
Uéchantillon {ADN ou ARN), margué de maniere fluores-
cente, est mis en contact avec fa puce portant piusieurs
milliers de sondes qui sont des fragments d’ADN ou des
oligonucléotides de séquence connue [8, 9]. Aprés
lavage du matériel fixé de manigére non spécifique, le
signal est quantifié au niveou de chaque sonde. Sa
valeur dépendra de la concentration en molécules mar-
quées complémentaires de fa sonde dans !'échantillon
et du degré de complémentarité (le pourcentage d’iden-
tité) avec la sonde.

Actuellement, P’utilisation la plus courante des puces a
ADN concerne la guantification des ARN messagers d’un
échantillon (transcriptome) afin de comparer fes profils
de transcription de deux échantillons obtenus dans des
conditions de croissance différentes. Dans le cadre de
Iidentification bactérienne et du typage, feur utilisa-
tion est différente: ces puces permettent la détection
d'une séquence d’ADN dans un mélange, d’identifier un
polymorphisme de séquence (SNP) et de re-séquencer
un fragment &’ADN (Figure 2).

Les puces @ ADN comme outils de détection

Des puces a ADN sont utilisées pour détecter un produit
de PCR et remplacent ainsi fa migration sur gel en vali-
dant la spécificité de "amplification par sa complémen-
tarité avec la sonde. Pour I'analyse d’un échantillon
simple, cette procédure est peu compétitive par rapport
& la PCR en temps réel ou & I'électrophorése capillaire.
En revanche, dans le cas d’un échantillon complexe, fes
puces & ADN permettent 'anafyse simultanée d'un grand
nombre de fragments. Des puces permettant d'identifier
les bactéries présentes dans un échantilion sur la base
de 'analyse des séquences d’ARN ribosomique 165 sont
en développement dens plusieurs institutions (Figure
24). UADN total est extrait & partir d’un échantillon et
Iensemble des ADN codant pour les ARN 165 sont ampli-
figs, en utilisant des amorces universelles, et hybridés
sur des puces portant des sondes spécifiques de I"ARN
165 des espéces recherchées. Cet outil est développé
pour la surveillance du bioterrarisme avec un ensemble
de sondes spécifiques des agents pathogenes potentiel-
lement utilisés.

Les puces @ ADN pour le re-séquengage

La connaissance de la séquence compléte d’un génome

est le niveau ultime de typage, mais, dans le contexte

actuel, le séquengage ce chaque isolat n’est pas envisa-
geable. Des puces oligo-

échantill% g

Acide |
aucléique 3/

nucléotides sont donc

Géene  Intensité développées pour obtenir

aadK 6234 des informations par-

aaph 1813 tielles sut les génomes
abfA 614 S sur les g€

abh 13467 bactériens {Figure 28).

abnA 303 Des puces sont utilisées

abrb 4471 pour le typage par MLST de

acch 763

Staphylococcus  aureus

[101. Les sept locus ana-

I lysés sont amplifiés par

PCR et hybridés a la puce

casEsRERR
ssienne

au lieu d’8tre séquencés

un par un. Lo société

BioMérieux, en collabora-
tion avec Affymetrix, a été
pionnigre dans le domaine

Figure 1. Analyse d’acide nucléique par puce & ADN, I'ADN ou PARN est purifié et éventuellement
amplifié & partir d’un échantillon biologique. Il est ensuite marqué de manigre fluorescente et
mis en contact avec les sondes portées par ta puce. Loss de cette étape d’hybridation, les ncides
nucléiques marqués vent s'apparier avec les sondes ADN fixées sur le support. Une étape de
lavage permet ensuite d’éliminer les acides nucléiques marqués fixés de maniére non spéci-
fique. Finalement, la fluorescence au niveau de chaque dépdt de sonde sera guantifiée au
moyen de tubes photomultiplicateurs ou d'une caméra CCD (charge-coupled device). Les
valeurs obtenues pour chaque sonde, comme indiquées sur le tableay, doivent ensuite gtre trai-

tées aux moyens d'outils informatiques pour obtenir la caractérisation de ’échantillon.
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en développant des puces
pour Pidentification de
Mycobacterium tubercu-
fosis et la recherche de
mutations entrafnant la
résistance & 'isoniazide et
[11].
Lamélioration de la sensi-
bilité de la technique doit

a la rifampicine



permettre d’utitiser PADN génomique total pour détecter
un ensemble de positions polymorphes réparties sur le
génome. || serait alors possible d’avoir une vision globale
du génome et de pointer sur des mutations particuliéres,
comme celles entralnant la résistance a un antibiotique.

Les puces & ADN pour la caractérisation génomique
Les puces & ADN sont aussi utilisées pour caractériser la
partie variable du génome d’un clone. Ces puces « biodi-
versité » portent des sondes correspandant & des génes
qui ne sont pas présents dans tous les isolats d'une
espéce (Figure 2C). Elles sont établies & partir de la com-
paraison des séquences de

ADN a montré qu’elles étaient un outil de typage puis-
sant, aussi résolutif que 'analyse en champ pulsé. Par
ailleurs, pour S. aureus, ces puces se sont révéiées
extrémement efficaces pour I'identification des résis-
tances aux antibiotiques, avec un trés bon accord entre
les résujtats d’hybridation et les résultats d'antibio-
gramme, Finalement, la confrontation des données de
phylogénie, fondée sur une analyse par MLST et la distri-
bution des génes entre les isolats, permet de mettre en
évidence des phénomeénes de transferts génétiques hori-
zontaux qui peuvent jouer un réle important dans
I"'émergence de clones hypervirulents,

plusieurs génomes. Par

une seule expérience d’hy- A Extracti
xtraction

bridation, ces puces per- J'ADN
mettent d’établir

véritable empreinte digi~

une

tale correspondant aux
génes présents ou absents
dans un clone. Ainsi, a la
différence de la majorité B
des méthodes de typage,
les puces a ADN apportent

Echantillon

ADN souche

c -

ADN de référence

ADN souche

une information fonction-
nefle sur la nature des
genes qui différencient
deux isolats. Ces résultats
peuvent é&tre comparés
phénoty-
pigues sur les souches,

aux données

notamment en relation
avec leur virulence. De
telles puces de typage ont
été établies pour Listeria
monocytogenes, sur lo
base de la séquence géno-
mique de deux isolats et
d’un isolat de L. innocua,
une espéce non pathogene
trés proche de L. monocy-
togenes {12], et pour S.
aureus, en combinant les

Y
ADN total

connaissances de sept
génomes et en ajoutant
des génes de résistance
aux antibiotiques ainsi
que des génes codant pour
des toxines [13]. Dans les
deux cas, 'analyse d'une
collection de souches par
hybridation de ces puces &

Espéce
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.n.:-o:s-gn.' ESPECE

daanay absente

Amplification et merquage

Détection des especes
des génes de I'’ARN 165

présentes dans I’échantillon

Amplification et marquage
des produits de PCR

&

&
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*

*

k3

Marquage de ’ADN
chromosomigue

Détection des génes
présents dans le génome

Figure 2. Trois applications des puces & ADN dans Panalyse microbiologique, A. Analyse d'une
population bactérienne mixte. Aprés extraction de I'ADN, les régions codant pour I'ARN riboso-
mique 16S sont amplifiées pour toutes les bactéries de I"échantillon er utilisant des amorces
universelles correspondant a des régions conservées dans toutes les espéces. La puce porte des
oligonucicotides de séquence spécifigue de chaque espéce. Aprés bybridation, ta guantification
du signat permet de détecter la présence de buctéries des différentes espéces représentées sur
la puce et d’évaluer leurs guantités relatives. B. Puce Affymetrix de re-séquengage
(http://www.affymetrix.com/). Ces puces portent plusieurs centaines de mifliers d’eligonucléo-
tides synthétisés in situ par une technique de photolithographie. Pour chaque base, quatre oli-
gonucléotides sont synthétisés d’aprés une séquence de référence avec & la position centrale
Pune des quatre bases, A, C, G ou T. La comparaison des signaux de fluorescence pour ces quatre
oligonuciéotides permet de déterminer la séquence & cette position, £, Détection de régions
chromosomigues spécifiques d'un isolat, U'ADN de g souche & analyser et un ADN de référence
sont marqués par des Fluoraphores ayant des propriétés spectrales différentes. La puce a ADN
est hybridée avec un mélange des deux ADN marqués. Aprés analyse aux deux longueurs d’onde
d’émission de fluorescence, les sondes absentes de la souche anclysée n’émettront que pour la
longueur d'onde du fluorophore de I’ADN de référence.



Transfert vers les laboratoires d’analyse

Les résultats obtenus dans les laborateires de recherche
montrent I'apport des puces a ADN en épidémiologie
moléculaire et leur potentiel pour de nombreuses
recherches en microbiologie. Théoriquement, c’est une
technologie qui peut facilement étre automatisée et
industrialisée. Pourtant, alors que utilisation des
puces Affymetrix pour M. tuberculosis a été publiée en
1997, cette technologie reste trés confidentielle et il
n'existe pas de produit de typage, fondé sur les puces d
ADN, commercialisé & grande échelle. La premiére raison
d ce délai est technologique. Les méthodes développées
sont encore contraignantes et I"obtention de résultats
reproductibles nécessite un ADN génomique d’une
grande qualité. Des amélicrations techniques accompa-
gnées d’une simplification de la méthode augmentant
su robustesse sont nécessaires. La seconde raison G ce
délai est lide & la difficulté de modifier des procédures
reconnues au niveau international. Il est nécessaire
qu’une nouvelle méthode soit d’abord validée et utilisée
par les centres nationaux de référence et démontre sa
supériorité avant de voir son utilisation systématisée
dans les laboratoires d’analyse. La mise en place de
sites Web équivalents a ceux qui ont été développés pour
fe MLST® devrait aussi promouvoir cette méthodologie.
Les approches génomiques &’identification présentent
un potentiel d'applications multiples et il est trés pro-
bable que les problémes technologiques seront résolus
avee Vindustrialisation du processus, en s’accompa-
gnant d’une beisse des colits. U'identification bacté-
rienne devrait profiter des développements liés & I'utili-
sation des puces dans d’autres domaines de la santé,
comme Fanalyse des tumeurs ou de la prédisposition &
certaines maladies. €n retour, les développements réa-
lisés en microbiologie clinique auront des répercussions
en microbiologie de I'environnement et en microbiologie
alimentaire.

Conclusions et perspectives

Les progres de [a génomique et |a prise en compte de la
génétique des populations pour les bactéries patho-
génes permettent de mieux comprendre I’évolution et la
diversité au sein des espéces pathogenes. La combinai-
sen d’un outil performant de caractérisation des isolats
bactériens et de bases de données internationales
ouvertes incluant des isolats d’origines trés diverses est

¥ http://www. mist.net/

Poccasion d’établir de nouveaux liens entre la sur-
veillance microbiologique, la recherche clinique et la
recherche fondamentale, Qutre la caractérisation des
génomes bactériens, Papplication des puces a ADN pour
I'analyse du transeriptome a contribué de maniere trés
significative aux progres récents dans I"étude du pro-
cessus infectieux par une meilleure compréhension de la
répanse de I'hdte et du parasite et des communications
qui s’instaurent entre les deux partenaires au cours de la
maladie [14]. ¢

SUMMARY

DNA-arrays, a breukthrough in bacterial
identification?

DNA-arrays are mainly known for their application in
transcriptome analysis leading for instance to the dis-
covery of new marker genes for diggnostics and pro-
gnostics in oncology. However, DNA arrays are also used
for massively paraliel analysis of DNA molecules alfo-
wing their quantification, the -detection of single
nucleotide polymorphisms and re-sequencing. This multi
detecticn system is now applied to the «old» problems
of detecting and identifying bacteria in a bialogical
sample and for the fine motecular cheracterization of a
bacterial isolate. This new tool should serve for the dia-
gnostic of an infection and for epidemiological studies
such as those performed for the control of nosocomial
infections or for the surveillance of bioterrorism
attacks. DNA arrays carrying probes for 165 RNA specific
of hundreds of bacterial species allow the identification
of bacteria within a community by a single hybridization
of amplified 165 rDNAs with universal primers and re-
sequencing DNA arrays are used for multi locus sequence
typing in a single step. Finally, the genome of an isclate
could be characterized by DNA-arrays focused on a spe-
cific question like presence of toxin or antibiotic resis-
tance genes. Up to now, DNA arrays are used in research
laboratories for the rapid characterization at the geno-
mic level of a strain collection, for evolutionary and
population genetics studies and for the characterization
of bacterial communities. industrializing the process of
DNA-array construction and hybridization is now needed
in order to transfer this technology to hospitals and dia-
gnostic laboratories. ¢
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Systematic screen for human disease genes in yeast
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High similarity between yeast and human mitochondria allows
functional genomic study of Saccharomyces cerevisiae to be
used to identify human genes involved in disease'. So far, 102
heritable disorders have been attributed to defects in a quarter
of the known nuclear-encoded mitochondrial proteins in
humans?. Many mitochondrial diseases remain unexplained,
however, in part because only 40-60% of the presumed
700-1,000 proteins involved in mitochondrial function and bio-
genesis have been identified3. Here we apply a systematic func-
tional screen using the pre-existing whole-genome pool of
yeast deletion mutants** to identify mitochondrial proteins.
Three million measurements of strain fitness identified 466
genes whose deletions impaired mitochondrial respiration, of
which 265 were new. Qur approach gave higher selection than
other systematic approaches, including fivefold greater selec-
tion than gene expression analysis. To apply these advantages
to human disorders involving mitochondria, human orthologs
were identified and linked to heritable diseases using genomic
map positions.

The yeast deletion collection is a quantitative tool for systemat-
ically measuring the contribution to survival and reproduction
(fitness) of most genes in the yeast genome". In this study,
5,791 heterozygous diploid and 4,706 homozygous diploid
deletion strains were quantitatively measured and menitored
in parallel in 9 different medium conditions. Adapting classic
diagnostic tests of mitochondrial function, we measured the
growth (fitness) of mutant strains on non-fermentable sub-
strates (including glycerol, lactate and ethanol) and compared

Fig. 1 Categorization of the whole genome according to phenotypes associ-
ated with gene deletions. a, Clustergram showing four fitness patterns found
ameng the 4,706 homozygous diploid deletion strains in the pool. Each row
represents a strain with a deletion of a different gene and each column a dif-
ferent medium condition. The number of strains in each cluster is indicated in
parentheses next to the cluster name. For each strain, fitness values are indi-
cated with a color scale ranging from blue to red, with biue representing levels
below, and red levels above, the strain’s median. Conditions 1-5 represent
measurements from the first experimental time course (tc1) and columns 6-14
those from a repeat experiment {tc2). Marked in black at left are 353 strains
with deletions of genes previously known to localize o or function in mito-
chondria (M}. b, The bar graphs show the average fitness profiles for each clus-
ter. For each condition, the height of the bar represents the growth rate of
strains in the cluster relative to the average growth rate of the pooi. Values of
1.0 indicate no difference, those less than 1.0 strains that grow more siowly
than, and those greater than 1.0 strains that grow more quickly than, the poo!
average. The medium conditions, indicated above the graphs, are in the same
order as the columns in the clustergram. ¢, The outer pie chart shows the com-
position of genes represented in each cluster according to MIPS localization
categories®, atter the removal of all spurious ORFs. The inner pie charts repre-
sent the distribution over the genome. Because of the similarity in pattern, the
class lIE clusters were combined.

!Department of Genetics and *Department of Biochemistry, Stanford University Schaol of Medicine, Stanford, California 94305, USA. 3Stanford Genome
Technology Center, Falo Alto, California 94304, USA. #Insitute of Physiological Chemistry, University of Munich, Musich, Germany. Correspondence should
be addressed to C.5. (e-mail: curts@stanford.edu} and LM.S. (e-mail: larsms@stanford.edu).
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it with growth on fermentable sugar (glucose). Mutants with res-
piratory defects have impaired growth on non-fermentable sub-
strates and are classically defined as “petite’®9.

Of the 425 previously known genes encoding proteins involved
in mitochondrial function and biogenesis'®, we detected the
deletion strains for 353 in the homozygous diploid deletion pool
{Fig. la). Of the remainder, the deletions were either lethal (37)
or not successfully made (9), or the strains yielded signals too
low to be considered detectable in the pool {26). Fifty-seven per-
cent {201 of 353) of the mutants showed defects in growth on
non-fermentable substrates, suggesting that about half of all
mitochondrial-related proteins are essential for optirnal respira-
tory activity!! and can therefore be identified by a quantitative
growth selection screen. The defects affected functions including
oxidative phosphorylation, the tricarboxylic acid (TCA} cycle,
mitochondrial protein synthesis and transport, ionic homeosta-
sis and the metabolism of vitamins, cofactors and prosthetic
groups. Mitochondrial genes whose deletion did not result in
growth defects (152) encoded proteins with functions redundant
or secondary to respiration: outer membrane transport,
nucleotide transport and amino-acid metabolism.

In the heterozygous diploid pool, we observed few growth
deficiencies, suggesting that mitochondrial proteins and
enzymes were expressed in excess of minimum levels. In a small
number of cases, including four strains heterozygous for dele-
tions of known mitochondrial proteins {Rim2, Atp16, Nam®% and
Mrplil9), we observed defects in growth on non-fermentable
substrates, and the corresponding homozygous deletion mutant
was lethal or not detected.

To identify new mutants with deficiencies in growth on non-
fermentable substrates, we cdustered the 4,706 quantitative
homaozygous diploid fitness profiles into four classes. Class I
comprised 3,928 mutants {83.5%) with equal fitness on all the
nutrients tested; class II comprised 276 with a higher fitness on
non-fermentable substrates; and classes ITla and IIIb comprised
502 with more and less severe defects, respectively, in fitness on
non-fermentable substrates (Fig. 1a,b). We focused on class III
for further analysis.

As physically overlapping genes cannot be distinguished by
deletion analysis, we eliminated overlapping open reading
frames { ORFs) that were defined as spurious!, thereby reducing
the number of genes in class III to 466. Because in these cases we
detected the same phenotype for both overlapping ORFs, the
spurious ORFs served as internal controls and validated our
screen. Of the 466 genes, 201 (43%) encoded proteins with
known mitochondrial localization or function!®; 104 (22%),
proteins that localized outside the mitochondria with functions
in vacuolar and ion transport, transcription, and protein target-
ing, sorting and translocation; and 161 (35%), proteins with
unknown subcellular localization, and in most cases unknown
function (Fig. 1¢).

We suspected that about half of the 161 proteins designated as
unknown were localized to the mitochondria. Fifty-one had a
putative mitochondrial import sequence'®, and 20 were homolo-
gous to sequences in Rickeftsia prowazekii, which may be the clos-
est ancestor of mitochondria!* and has a total of 110 homologs of
class IIT genes. Five of the 161 physically interacted with a known
mitochondrial protein!s, and 21 had been identified as mitochon-
drially localized in a recent high-throughput immunolocalization
study!®, For six unknown proteins that each had a putative mito-
chondrial import sequence and were encoded by a gene whose
deletion produced a severe phenotype, we assessed mitochondrial
import directly using radiolabeled precursor proteins and isolated
yeast mitochondria. Five of the six (Rsml8, Ygrl0lw, Yill57¢,
Mhr1 and Ppt2) were post-translationally imported into the mito-
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chondria in a membrane potential-dependent manner. For
Rsm18, Ygritdlw and Yill57¢, import was accompanied by
removal of the signal peptide (Fig. 2).

Most mitochondrial proteins are encoded by the nuclear
genome and are dependent on cellular protein expression and
transport. The additional finding of nuclear (36) and cytoplas-
mic proteins (25) with defects in growth on non-fermentable
substrates was therefore expected®!? (Fig. 1¢). These genes inte-
grate mitochondria into the cellular network, and their discovery
illustrates an advantage of functionally based screening. Finding
68 cytoplasmic ribosomal proteins and 52 nuclear proteins
whose absence led to deficient growth on fermentable substrates
(class I1) confirmed that the demand for translation!® and tran-
scription'? is higher during fermentation than during respira-
tion. In addition, combinations of defects in growth on
fermentable and non-fermentable substrates were observed for
genes of the glycolytic metabolic pathway (Fig. 3).

Two lines of evidence further confirmed the specificity of the
quantitative deletion screen. First, for most proteins of the TCA
cycle and respiratory chain, the corresponding deletion strains
had defects in growth on non-fermentable substrates (Fig. 3).
Second, genes encoding known mitochondrial proteins were 6.1-
fold more enriched in our candidate set {class III) than in the
genome {Fig. 1¢). In comparison, gene-expression analysis of the
diauxic shift!? revealed an enrichment factor of only 1.2. As the
diauxic shift represents a change in carbon source from glucose
to ethanol and hence a shift from fermentation to respiration, the
conditions are comparable to those of our growth selection
screen. The enrichment data suggested that deletion phenotype
is a more specific measure of gene function than is expression
level. Twenty-four percent of genes whose deletion resulted in a

MP - +

PKT=  + -
. _—

Yhri16w

B SuS(1-69)DHFR

Fig. 2 Verification of mitochondrial candidates by import. Sampies were
derived by incubating radiciabeled proteins with mitochondria in the presence
or absence of a membrane potential (MP} and the presence or absence of pro-
teinase K (PK). In cases where import was accompanied by removal of the sig-
nal peptide, the precursor protein is labeled p; m indicates mature protein;
Su9{1-6HDHFR, positive control,
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defect in growth on non-fermentable substrates displayed at least
a twofold difference in expression; conversely, 7% of genes with
changing expression showed such a growth defect.

Rather than being used to infer the function of a gene from its
expression level, expression analysis can also provide a detailed
molecular phenotype, or signature profile. This approach pro-
duced a better agreement with our quantitative deletion screen.
When we considered expression as a phenotype, 14 of 24 dele-
tions of known mitochondrial proteins were clustered into the
same group because they had a statistically similar signature pro-
file?®; in turn, our approach identified the same 14, as well as a
further 3. The drawback of signature profiling, however, is that it
requires one experiment per deletion strain and thus thousands
of arrays to measure all strains, compared to only a single array at
each time point for the deletion screen.

‘When we extended our screen to humans, we found 255
human orthologs of class III yeast genes associated with defects
in growth on non-fermentable substrates {see Web Table A
online). Of these, 21 were genes known to be involved in mito-

ATR, FOP =t GEP

chondrial disease inherited in a mendelian fashion. These
included genes encoding two subunits of complex 1T of the respi-
ratory chain, five assembly factors of complex IIl and IV and six
proteins associated with deficiencies of mitochondrial multien-
zyme complexes (Fig. 4). Additionally, eight orthologs were
found associated with diseases for which a mitochondrial patho-
physiology is plausible but has not been proved. In turn, for 33 of
102 known human genes associated with mendelian mitochon-
drial disease, there was no corresponding yeast gene whose dele-
tion was associated with growth defects, although in a few cases
(including ALD4, GUT2 and YBR208C} the deletion strains
showed minor deficiencies. A further 15 of the 102 were not mea-
sured in our screen (and hence were either lethal or not
detectable) and 33 yielded no yeast orthologs (see Web Table B
online). Although our systematic screen for human disease genes
in yeast was therefore by no means comprehensive, these data
showed that many human disease genes are associated with a
wide spectrum of yeast deletion phenotypes and can be identi-
fied through quantitative growth selection in yeast.

To propose specific new dis-
ease candidates, we selected
seven mapped, putative mito-
chondrial disorders for which
affected individuals have either
symptoms characteristic of
recorded mitochondrial dis-
eases or biochemical findings
indicative of mitochondrial
pathophysiology. We analyzed
a candidate set of 406 previ-
ously known human mito-
chondrial proteins!® as well as

ATP

B 259 new proteins identified in
_—isocilrate G il our study that were either
glyoxylate N\ lENO‘? annd Lo orthologs to class I proteins
cltrate ADHBI A or new orthologs to previously

A

——==—3 acetaldehyde
N

Fig. 3 Distinction between mitochondrial and cytoplasmic pathway branches: glycolysis above and TCA cycle and mito-
chondrial respiratory ¢hain below. The bar graphs indicate the relative fitness of a homozygous deletion mutant of a gene

known yeast mitochondrial
proteins (see Web Table A
AD online). We assigned 24 as can-
] didate genes to reported dis-
ease intervals (Table 1). These
included 11 new disease candi-
dates identified directly by
their class III quantitative dele-
tion phenotype in yeast.

The 6.1-fold enrichment of
mitochondrial proteins in the
yeast deletion screen exceeded
the selection achieved by other
systematic, functional,
genome-wide approaches. The
integration of these data with
localization, interaction and
other functional information
will advance studies of mito-
chondria in a cellular context.
For human diseases, the new
genes promise to accelerate
positional cloning by serving as
candidates for mutational

under different medium conditions, color-coded in the legend. Genes without bar graphs were not detected. For the res-  SCT€ENS in mendelian and com-
piratory-chain complexes (RCC) IIl, IV and V, an average profile is shown. Deletions of genes shown in red lettering resultin - plex mitochondrial disorders.

deficiency in growth on fermentable substrates, and deletion of those in green in a deficiency in growth on non-fer-
mentable substrates. Ac, acetyl; CoA, coenzyme A; DHAP, dihydroxyacetone phosphate; 1,3diPG, 1,3-bisphosphoglycerate;

Similar approaches may be

F6P, fructose-6-phosphate; F1,6P2, fructose-1,6-bisphosphate; GA3R glyceraldehyde-3-phosphate; o-KG, a-ketoglutarate; applicable to other categories

OAA, oxaloacetate; PEP. phosphoenolpyruvate; 2PG, 2-phosphoglycerate; 3PG, 3-phosphoglycerate; Pi, phosphate.
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strain in the same medium had to be parallel and could therefore be repre-
sented by a single regression slope. For easier reading, we added 1.0 to the
regression slopes, yielding a value of 1.0 for a lack of change in strain abun-
dance, less than 1.0 for strains growing more slowly than, and more than L0
for strains growing more quickly than the average growth rate of the pool

Clustering to define four phenotypic classes was performed by the k-
means method, employing the growth estimates (per strain per medium)
with the GeneSpring statistical package (Silicon Genetics). We averaged the
results of the two duplicate experiments for the homozygous diploid time
course in relation to media YPD, YPDGE, YPG, YPE and YPL, and calcu-
lated the similarity between genes using standard correlation with a maxi-
mum of 100 iterations, Further clustering of genes within a group was
carried out using hierarchical clustering,

Calculation of the enrichment factor was carried out using the formula
(afb){(c/d), where a is number of previously known mitochondrial proteins
with a phenotype, b is the total number of genes with a phenotype, ¢ is the
number of previously known mitochondrial genes in the gencme and dis the
total number of genes in the genome. For expression analysis of the diauxic
shift'®, we used the pool of genes that had at least either a doubling or a halv-
ing of expression {2 = 137, b= 1618, ¢ = 425, d = 5965, compared with a =201
and b= 466 for our data, with spurious ORFs!? removed from both data sets).
Had we considered only genes with at least a doubling of expression, an
enrichment factor of 2.2 would have been obtained.

Protein import into isolated mitochondria. For SP6 polymerase—driven
synthesis of pre-proteins in vitro, we amplified the ORFs from ATG to STOP
codon by PCR and cloned into the vector pGEM4 (Promega). Radiolabeled
pre-proteins were synthesized by a coupled in vitro transcription-translation
reaction in reticulocyte lysate (Promega) in the presence of [235]methionine.
After isolating mitochondria from yeast strain W334 grown on lactate medi-
um, we tesuspended them at 25 °C in import buffer (0.3 mg/ml fatty
acid—free BSA, 0.6 M sorbitol, 80 mM KCl, 10 mM magnesium acetate,
2 mM KH,PO,, 2.5 mM EDTA, 2.5 mM MnCl,, 2 mM ATE, 5 mM NADH
and 50 mM HEPES-KOH, pH 7.2). We initiated import by adding 1-10%
{volivol)} of reticulocyte lysate containing radiolabeled pre-protein. After
15 min, we placed the samples on ice for 15 min with or without proteinase
K (50 ng/ml) to remove non-imported proteins. Protease was inhibited by
the addition of 2 mM PMSE We re-isolated mitochondria and analyzed
them by SDS-PAGE and autoradiography. Control experiments were per-
formed in the absence of membrane potential in the presence of 1 uM vali-
nomycin and 20 wM oligomycin,

Human candidate disease gene analysis. We searched yeast ORFs using
NCBItBLASTN against UniGene using as the database Hs.seq.unig?! (Oct.
30, 2001 build}, containing one sequence selected from each UniGene clus-
ter. Searches were performed with an E-value cutoff of 10~ and default val-
ues of all other parameters. Genes known te be mutated in human disease
were also searched against the yeast genome; differences in the reciprocal
BLAST searches were analyzed by hand. Genes known to be involved in
human mitochondrial disease were considered only if genetic analysis had
confirmed a gene mutation. Ortholog genome positions were identified
and searched against diseases listed in the Online Mendelian Inheritance in
Man (OMIM) database.

Online supplementary information. Fitness values and growth plots for
each yeast deletion strain in each media condition are available online in a
searchable database at hitpy//www-deletion.stanford.eduw/YDPM/YDPM_
index,html, Other information was obtained from the yeast deletion pro-
ject on http://yeastdeletion.stanford.edu/ and the MitoP database for mito-
chondriaf-related genes, proteins and diseases at http://mips.gsf.de/proj/
medgen/mitop/.

GenBank accession numbers. ACAA2, NM_006111; ACOI, NM_002157;
ALAS2, NM_000032; ALDHIBI, NM_000692; APEXL2, BC007669;

ATP5A1, NM_004046; CGI-1!, NM_015941; DKFZP§67(165,
XM_042282; DNAJAI, NM_00153%; [LOCS83479, NM_033105;
MGC14797, NM_032335; MGCI4835, NM_033412; MRPLI3,

NM_014175; NDUFAI, NM_004541; NDUFB6, NM_002493; PDCDS8,
NM_004208; PDE7A, XM _037534; PFKFBI, NM_002625; PLS3,
NM_005032; SLC9AS, NM_006359; SLC25A5, NM_001152; SLC25AM4,
NM_ 003951; SR-BP1, NM_005866; TIMMI78, NM_005834.
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